Fall-Kontrollstudie zur Bedeutung von Polymorphismen im MnSOD-Gen für die Sensibilisierung auf para-Phenylendiamin (PPD) by Brans, Richard
  
 
 
 
Fall-Kontrollstudie zur Bedeutung von 
 Polymorphismen im MnSOD-Gen für  
die Sensibilisierung auf  
para-Phenylendiamin (PPD) 
 
 
 
Von der Medizinischen Fakultät  
der Rheinisch-Westfälischen Technischen Hochschule Aachen zur Erlangung des 
akademischen Grades eines Doktors der Medizin genehmigte Dissertation 
 
 
 
vorgelegt von 
 
Richard Brans 
 
aus  
 
Stolberg 
 
 
 
 
Berichter:  Frau Universitätsprofessorin 
Dr. rer. nat. Brunhilde Blömeke 
  Herr Universitätsprofessor  
Dr. med. Hans F. Merk 
 
Tag der mündlichen Prüfung: 27. September 2005 
 
 
 
Diese Dissertation ist auf den Internetseiten der Hochschulbibliothek online verfügbar. 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
Meinen lieben Eltern in Dankbarkeit gewidmet 
 
 
 Inhaltsverzeichnis 
 
Abkürzungsverzeichnis......................................................................................................... II 
 
1. Einleitung............................................................................................................................ 1 
1.1. Die allergische Kontaktdermatitis ............................................................................. 1 
1.1.1. Pathogenese.......................................................................................................... 1 
1.1.2. Klinik, Diagnose und Therapie ............................................................................... 4 
1.1.3. Epidemiologie......................................................................................................... 7 
1.2. para-Phenylendiamin (PPD)....................................................................................... 8 
1.2.1. Verwendung und Sensibilisierung.......................................................................... 8 
1.2.2. Wirkungsmechanismus von PPD......................................................................... 10 
1.2.3. Kreuzallergien ...................................................................................................... 11 
1.3. Molekulare Epidemiologie........................................................................................ 12 
1.3.1 Individuelle Suszeptibilität ..................................................................................... 12 
1.3.2 Fremdstoffmetabolismus und genetische Polymorphismen.................................. 13 
1.4. Mangansuperoxiddismutase (MnSOD) ................................................................... 14 
1.4.1. Funktion ............................................................................................................... 14 
1.4.2. Struktur und Synthese.......................................................................................... 15 
1.4.3. Klinische Relevanz............................................................................................... 16 
1.4.4. MnSOD und genetische Polymorphismen ........................................................... 17 
 
2. Problemstellung............................................................................................................... 19 
 
3. Material und Methoden.................................................................................................... 21 
3.1. Patientenkollektiv und Kontrollgruppe ................................................................... 21 
3.2. Epikutantest .............................................................................................................. 21 
3.3. DNA-Extraktion aus Vollblut und Serum ................................................................ 22 
3.4. Konventionelle Polymerasekettenreaktion (PCR).................................................. 23 
3.5. DNA-Elektrophorese................................................................................................. 25 
3.6. Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus-Analyse (RFLP-Analyse)....... 27 
3.7. Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (Online-RT-PCR) ........................................... 28 
3.8. Zusammenfassung ................................................................................................... 34 
3.9. Statistische Methoden.............................................................................................. 35 
 
4. Ergebnisse........................................................................................................................ 36 
4.1. Geschlechts- und Altersverteilung.......................................................................... 36 
4.2. Ala-9Val-Polymorphismus........................................................................................ 37 
4.2. Ile58Thr-Polymorphismus........................................................................................ 46 
 
5. Diskussion........................................................................................................................ 48 
 
6. Zusammenfassung .......................................................................................................... 64 
 
7. Literaturverzeichnis......................................................................................................... 67 
 
Danksagung ......................................................................................................................... 91 
 
Lebenslauf ............................................................................................................................ 93 
I  
 II  
Abkürzungsverzeichnis 
 
Ala  Alanin 
 
BB  Bandrowskis Base 
bp  Basenpaare 
 
C  Celsius 
CD  Clusters of Differentiation 
CYP  Cytochrom P450 
 
D  Dalton 
DNA  Desoxyribonukleinsäure 
dNTP  Desoxyribonukleosidtriphosphat 
 
EDTA  Ethylendiamintetraacetat 
 
g  Gramm 
GST  Glutathion-S-Transferasen 
 
HLA  Humane Lymphozytenantigene 
 
ICAM  Intercellular Adhesion Molecule 
Ig  Immunglobulin 
IL  Interleukin 
Ile  Isoleucin 
INF  Interferon 
 
kD  Kilodalton 
KI  Konfidenzintervall 
Konz.  Konzentration 
 
LFA  Lymphozytenfunktion assoziertes Antigen 
LJ  Lebensjahr 
LTT  Lymphozytentransformationstest 
 
m  Minute 
 Abkürzungsverzeichnis 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 
MG  Molekulargewicht 
mg  Milligramm 
MHC  Haupthistokompatibilität 
ml  Milliliter 
mM  Millimolar 
MnSOD Mangansuperoxiddismutase 
 
n  Anzahl 
NAT  N-Acetyltransferasen 
ng  Nanogramm 
 
OR  Odd Ratio 
 
p  P-Wert 
PC  Computer  
PCR  Polymerase Chain Reaction (Polymerasekettenreaktion)  
pmol  Picomol 
PPD  para-Phenylendiamin 
 
RFLP  Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus 
ROS  Reactive Oxygen Species (Reaktive Sauerstoffverbindungen) 
rpm  rounds per minute (Umdrehungen pro Minute) 
 
s  Sekunde 
SNP  Single Nucleotide Polymorphism 
SOD  Superoxiddismutase 
 
Tab.   Tabelle 
TAE  Tris-Essigsäure-EDTA-Puffer 
Thr  Threonin 
TNF  Tumornekrosefaktor 
Tris  2-Amino-2-(hydroxymethyl)-1,3-propandiol 
 
UV  ultraviolett 
 
V  Volt 
Val  Valin 
III 
 Abkürzungsverzeichnis 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 
VLA  Very Late Antigen 
vs.  versus 
 
µg  Mikrogramm 
µl  Mikroliter 
µmol  Mikromol 
 IV 
  1   
1. Einleitung 
 
1.1. Die allergische Kontaktdermatitis 
 
1.1.1. Pathogenese 
 
Die allergische Kontaktdermatitis beschreibt eine Entzündungsreaktion der Haut, die durch 
Kontakt mit zumeist kleinmolekularen Substanzen ausgelöst wird und eine spezifische 
Sensibilisierung voraussetzt. Als Hautmanifestation einer Kontaktsensibilisierung gehört sie 
zur Gruppe der Allergien und somit zu den spezifischen, erworbenen Abwehrreaktionen des 
Immunsystems gegenüber körperfremden, eigentlich unschädlichen Substanzen. Bei diesen 
sogenannten Allergenen handelt es sich um Proteine oder Glykoproteine (MG von 5-70 kD) 
oder seltener um kleinmolekulare Verbindungen (MG 100-5000 D), die in der Lage sind, das 
Immunsystem spezifisch zu sensibilisieren. Dadurch kommt es bei erneutem Kontakt mit 
dem Allergen zu einer Entzündungsreaktion mit typischer klinischer Symptomatik. 
Erste klinische Beschreibungen allergischer Reaktionen erfolgten bereits 1906 durch Pirquet 
[nach Rapaport 1973]. Doch erst einige Jahrzehnte später konnten Aussagen über die 
zugrundeliegenden komplexen immunologischen Reaktionen gemacht werden. Nach Gell 
und Coombs werden vier Typen der immunologischen Überempfindlichkeitsreaktionen 
unterschieden, wobei die ersten drei humoral vermittelte Frühreaktionen und die vierte eine 
zellulär vermittelte Spätreaktion darstellen [Coombs und Gell, 1963].  
Die Typ-I-Reaktion beschreibt die klassische Soforttypreaktion, welche durch IgE-Antikörper 
vermittelt wird. Hierzu gehören das allergische Asthma bronchiale, die Rhinitis allergica und 
die allergische Urtikaria. Bei der Typ-II-Reaktion wie der allergisch bedingten hämolytischen 
Anämie handelt es sich um zytotoxische Reaktionen ausgelöst durch spezifische Antikörper. 
Die Typ-III-Reaktion (Arthus-Typ) beruht auf der Bildung zirkulierender Antigen-Antikörper-
Komplexe (Immunkomplexe), welche über Komplementaktivierung Entzündungen 
verursachen. Hierzu gehören die allergische Vaskulitis und die exogen-allergische Alveolitis. 
Die allergische Kontaktdermatitis wird zu den verzögerten, zellvermittelten Typ-IV-
Reaktionen (Spättypreaktion) gezählt, zu der auch die Tuberkulin- und 
Transplantatabstoßungsreaktionen gehören. Beim Erstkontakt der Haut mit einem Allergen 
werden T-Lymphozyten nach Präsentation des Antigens durch dendritische Zellen 
(Langerhanszellen) sensibilisiert. Die nunmehr spezifischen T-Lymphozyten proliferieren bei 
einem erneuten Kontakt mit dem Allergen und rufen eine lokale, zytokinvermittelte 
Entzündungsreaktion der Haut hervor. 
Als Kontaktallergen kommen viele verschiedene Substanzen in Betracht, darunter Metalle 
wie Nickelsulfat, Kobalt, Chrom oder Harze, Duftstoffe, Konservierungsstoffe, Pflanzen, 
Farbstoffe bzw. deren Stoffwechselprodukte oder Inhaltsstoffe von Medikamenten und 
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Kosmetika. Dabei handelt es sich im Gegensatz zu anderen immunologischen Reaktionen 
nicht um hochmolekulare, sondern um kleinmolekulare, teils lipophile Verbindungen, welche 
die Epidermis gut penetrieren. Die reaktiven Substanzen unter ihnen gehen in der 
Sensibilisierungsphase als sogenannte Haptene eine kovalente Bindung mit nukleophilen 
makromolekularen Verbindungen wie z.B. Proteinen oder Nukleinsäuren ein und entwickeln 
erst so eine immunogene Wirkung. Insbesondere Proteine weisen viele elektronenreiche 
funktionelle Gruppen auf, die vor allem Stickstoff, Phosphor, Sauerstoff oder Schwefel 
enthalten. Somit entstehen vorwiegend kovalente Verbindungen zwischen elektrophilen 
Haptenen und nukleophilen Aminosäuren wie Lysin, Cystein, Histidin, Methionin oder 
Tyrosin. Eine Ausnahme stellen Metallsalze wie Kobalt, Nickel oder Chrom dar, die eine 
koordinative Bindung mit elektronenreichen Liganden ausbilden [Basketter et al., 1995]. 
Nach neueren Erkenntnissen scheint für andere allergene Substanzen wie 
Dihydroalkylbenzen oder Limonen-2-Hydroperoxid darüber hinaus eine Umwandlung in 
Radikale durch oxidativen Streß eine Voraussetzung für die Hapten-Protein-Bindung 
darzustellen [Schmidt et al., 1990; Gafvert et al., 2002]. 
Die Allergen-Protein-Komplexe werden in der Regel von antigenpräsentierenden, 
epidermalen Langerhanszellen aufgenommen und prozessiert [Shelley und Juhlin, 1976; 
Streilein und Grammer, 1989; Germain, 1994]. Durch die Exposition mit den 
sensibilisierenden Substanzen werden die Langerhanszellen stimuliert, verlassen die Haut 
und wandern über die afferente Lymphe in die regionalen Lymphknoten [Kripke et al., 1990]. 
Dort präsentieren sie nach ihrer Reifung in den parakortikalen Regionen auf ihrer Oberfläche 
das Antigen in Assoziation mit MHC-II-Molekülen oder CD1-Molekülen und treten über den 
T-Zell-Rezeptor in Kontakt mit naiven T-Lymphozyten. Nach der Antigenpräsentation 
proliferieren die T-Lymphozyten (CD4+) und verteilen sich über die Blutbahn im gesamten 
Körper. Auf diese Weise gelangen sie auch in die Haut. Ein Teil der T-Lymphozyten wandelt 
sich dabei in antigenspezifische T-Gedächtniszellen (CD45RO+) um, die bei erneutem 
Kontakt mit dem Allergen eine Entzündungsreaktion hervorrufen. Dieser gesamte 
Sensibilisierungsprozeß benötigt beim Menschen ca. 10-14 Tage. Danach bleibt die 
Sensibilisierung gegenüber dem Kontaktallergen meist langfristig bestehen [Nielsen et al., 
2001]. 
In der Auslösungsphase kommt es bei Zweitkontakt der Haut mit dem Allergen zu einer 
Antigenpräsentation durch Langerhanszellen oder „fakultativ antigenpräsentierende Zellen“ 
wie Keratinozyten, B-Zellen, Endothelzellen und Makrophagen. Neuere Studien belegen, 
daß in der Auslösungsphase die Internalisierung und Prozessierung von Haptenen durch 
Langerhanszellen nicht für alle Kontaktallergene notwendig sind. So konnte aufgezeigt 
werden, daß Sulfamethoxazol, Lidocain und möglicherweise para-Phenylendiamin direkt an 
die oberflächlichen MHC-II-Moleküle binden und somit ohne intrazelluläre Prozessierung den 
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T-Lymphozyten präsentiert werden könnten [Schnyder et al., 1997; Zanni et al., 1998; 
Sieben et al., 2002]. Die Antigenpräsentation führt zu einer Proliferation der kutanen 
antigenspezifischen CD4+ oder CD8+ T-Lymphozyten (T-Gedächtniszellen), die daraufhin 
Zytokine sezernieren. Anhand des Zytokinexpressionsmusters lassen sich die beteiligten 
CD4+ T-Helferzellen vereinfacht in Th1- und Th2-Zellen unterteilen. Bei der allergischen 
Kontaktdermatitis sind nach gängiger Vorstellung vor allem Th1-Zellen beteiligt, die 
Interleukin-2 (IL-2), Interferon-γ (INF-γ) und Tumornekrosefaktor-β (TNF-β) exprimieren 
[Kapsenberg et al., 1992]. Es gibt aber auch Hinweise dafür, daß bestimmte Allergene in 
vitro auch zu einer Aktivierung von Th2-Zellen führen, die Interleukine wie IL-4, IL-5, IL-6 IL-
10 und IL-13 produzieren [Budinger et al., 2001; Sieben et al., 2002]. Diese Zytokine 
verstärken die T-Zellproliferation, aktivieren Makrophagen, führen zu einer Vasodilatation 
und wirken chemotaktisch auf weitere T-Zellen und Entzündungszellen. Dabei handelt es 
sich zumeist um Mastzellen und basophile Granulozyten, die Histamin, Leukotriene und 
Serotonin sezernieren. Zusätzlich exprimieren das Endothel, die Lymphozyten und die 
Keratinozyten Adhäsionsmoleküle wie VLA-4 (VLA = Very Late Antigen), LFA-1 (LFA = 
Lymphozytenfunktion assoziertes Antigen) und ICAM-1 (ICAM = Intercellular Adhesion 
Molecule), welche die Entzündungszellen an der Zelloberfläche im betroffenen Gewebe 
binden [Garioch et al., 1991; Wahbi et al., 1996]. Frühestens nach 4-8 Stunden, meist aber 
erst 24-48 Stunden nach Allergenkontakt kommt es aufgrund dieser Prozesse zu einer 
lokalen Entzündungsreaktion der Haut.  
Die allergische Kontaktdermatitis stellt eine multifaktorielle Erkrankung dar. Wichtige Aspekte 
der Pathogenese konnten aber bisher noch nicht aufgeklärt werden. Dies gilt besonders für 
die Frage, warum bestimmte Individuen durch Hautkontakt mit einem Allergen eine 
Sensibilisierung entwickeln, während andere trotz jahrelanger Exposition verschont bleiben. 
Einfluß auf die Entwicklung einer Kontaktsensibilisierung beim Menschen haben 
möglicherweise das Geschlecht, das Alter, die ethnische Gruppenzugehörigkeit und 
chronische Dermatosen [Nethercott et al., 1994; Robinson, 1999]. Vieles spricht dafür, daß 
auch genetische Faktoren für die individuelle Suszeptibilität verantwortlich sind. Bereits 1941 
konnte Chase durch Tierversuche beweisen, daß die Suszeptibilität zur Entwicklung einer 
Kontaktallergie erblich ist. Damals gelang es ihm, Meerschweinchengattungen mit einer 
unterschiedlichen Sensitivität auf das starke Kontaktallergen 2,4-Dinitrochlorobenzen 
(DNCB) zu züchten [Chase, 1941]. Einen ähnlichen Zusammenhang konnten Walker und 
Kollegen 1967 auch beim Menschen für DNCB und p-Nitrosodimethylanilin (NDMA) 
nachweisen. Sie demonstrierten, daß Kinder, deren Eltern durch diese starken 
Kontaktallergene experimentell sensibilisiert werden konnten, ein höheres Risiko für die 
Entwicklung der gleichen Allergie aufwiesen als Kinder, bei deren Eltern diese 
Sensibilisierung nicht gelungen war [Walker et al., 1967]. Auch epidemiologische Studien 
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zeigen, daß positive Reaktionen im Epikutantest familiär gehäuft auftreten [Forsbeck et al., 
1971]. So konnte in der Verwandtschaft ersten Grades von Personen mit einer Nickelallergie 
im Vergleich zur Normalbevölkerung ein dreifach erhöhtes Risiko für diese Sensibilisierung 
aufgezeigt werden [Forsbeck et al., 1971; Fleming et al., 1999]. Dies konnte durch 
entsprechende Zwillingsuntersuchungen bestätigt werden. Eineiige Zwillinge wiesen dabei 
eine bis zu 1,5fach größere Konkordanz bei der Entwicklung einer allergischen 
Kontaktdermatitis auf als zweieiige Zwillinge [Edfors-Lubs, 1971; Bryld et al., 2000]. 
Untersuchungen über eine Assoziation mit HLA-Allelen zeigten jedoch keine schlüssigen 
Ergebnisse [Valsecchi et al., 1982]. Erste Hinweise auf eine Assoziation von Nickelallergien 
mit HLA-DR und HLA-DQ konnten in weiterführenden Untersuchungen nicht bestätigt 
werden [Emtestam et al., 1989; Emtestam et al., 1993]. Die Ergebnisse deuten darauf hin, 
daß es sich bei der Kontaktallergie um eine multifaktoriell bedingte Erkrankung mit 
komplexen Umwelt-Gen-Interaktionen handelt, deren Vererbung nicht mit den Mendel-
Gesetzen vereinbar ist. Der genaue molekulargenetische Hintergrund der allergischen 
Kontaktdermatitis ist somit weiterhin unklar. 
Im Gegensatz dazu sind die genetischen Aspekte bei allergischen Erkrankungen vom 
Soforttyp besser untersucht. Dazu gehören insbesondere atopische Erkrankungen wie die 
atopische Dermatitis, die Rhinitis allergica und das allergische Asthma bronchiale sowie 
Nahrungs- und Insektengiftallergien. Entsprechende Studien befaßten sich mit 
chromosomalen Regionen, die durch ihren Einfluß auf den IgE-Stoffwechsel für den 
Atopiestatus eines Probanden von Bedeutung sein könnten. So wurde bei 
monosensibilisierten Patienten eine Assoziation zwischen einzelnen HLA-D-Loci auf 
Chromosom 6 (Genort 6p21.3) und einer allergenspezifschen IgE-Antwort auf 
Hausstaubmilben sowie Katzenepithelien nachgewiesen [Moffatt et al., 2001]. In anderen 
Studien zeigte sich eine Assoziation zwischen Polymorphismen im Gen für den IgE-Rezeptor 
(Genort 11q13) und dem Auftreten atopischer Erkrankungen [Sandford et al., 1993; 
Shirakawa et al., 1994]. Ein weiteres Augenmerk liegt auf dem kodierenden Bereich für 
Zytokine wie IL-4 (Genort 5q31-33), welche die Steuerung der IgE-Produktion beeinflussen 
[Marsh et al., 1994; Koppelman et al., 2001].  
 
 
1.1.2. Klinik, Diagnose und Therapie 
 
Das klinische Bild ist sehr variabel und abhängig vom Sensibilisierungsgrad des jeweiligen 
Patienten, Art der Exposition und örtlichen, hauteigenen Faktoren.  
Im akuten Stadium manifestiert sich die allergische Kontaktdermatitis durch stark juckende 
epidermale Papeln, nässende Vesikel oder Bullae, eine ödematöse Schwellung und ein 
lokales Erythem am Ort der Allergenexposition. Dabei handelt es sich meist um die Hände 
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und das Gesicht [Marks et al., 2000]. Da die primäre Lokalisation der ekzematösen 
Dermatitis vom ursächlichen Allergenkontakt abhängt, gibt sie häufig wertvolle diagnostische 
Hinweise [Nethercott et al., 1994]. So führen Textilfarbstoffe zumeist zu Läsionen an 
bekleideten Körperarealen und Kosmetika zu Hautveränderungen im Gesichtsbereich. Im 
weiteren Verlauf ist allerdings eine hämatogene Streuung mit Entzündungsreaktionen an 
kontaktfernen Körperarealen möglich. Nach Abklingen der akuten Symptomatik können eine 
vorübergehende Schuppung und in einigen Fällen kosmetisch störende 
postinflammatorische Hypo- oder Hyperpigmentierungen auftreten. Bei anhaltender 
Allergenexposition kommt es zu rezidivierenden, meist gering entzündlichen Reaktionen mit 
nachfolgend regenerativen Veränderungen der Epidermis. In diesem ekzematösen Stadium 
zeigen die betroffenen Hautareale schmerzhafte Rhagaden, eine vermehrte Schuppung und 
Trockenheit, eine Hyperkeratose, sowie Lichenifikation.  
Die histopathologischen Veränderungen sind abhängig vom Akuitätsgrad sehr variabel. Die 
akute allergische Kontaktdermatitis ist durch ein epidermales interzelluläres entzündliches 
Infiltrat und Ödem gekennzeichnet. Im Gegensatz dazu überwiegen im chronischen Stadium 
neben dem Infiltrat regenerative Vorgänge wie Akanthose und Hyperkeratose.  
Genauso wie das klinische Bild sind auch die histopathologischen Veränderungen sehr 
unspezifisch. Daher müssen als wichtigste Differentialdiagnosen unter anderem die irritativ-
toxische Kontaktdermatitis, die atopische Dermatitis, die seborrhoische Dermatitis, 
nummuläre Ekzeme und die Tinea corporis ausgeschlossen werden. 
Die Diagnose der allergischen Kontaktdermatitis ergibt sich in erster Linie aus dem 
klinischen Bild und der ausführlichen Anamnese. Durch die Analyse von Lokalisation, Beruf, 
Hobbys und besonderen Lebensgewohnheiten läßt sich das Spektrum der in Betracht 
kommenden Kontaktallergene eingrenzen. Die endgültige Identifizierung des Allergens 
erfolgt jedoch durch den Epikutantest (Patch-Test). 
Der Epikutantest, der bereits vor über 100 Jahren von Jadassohn [Jadassohn, 1895] 
beschrieben wurde, stellt derzeit immer noch das Standardverfahren zum Nachweis einer 
Kontaktallergie dar. Bei diesem Test werden potentielle Allergene in relevanter Konzentration 
und Aufbereitung in Testkammern okklusiv auf den Rücken einer Testperson aufgebracht. 
Dadurch wird bei sensibilisierten Personen eine lokale akute Kontaktdermatitis ausgelöst. 
Nach mindestens einem Tag, gewöhnlich aber am 2. Tag werden die Kammern entfernt und 
die Hautreaktion sofort und nach weiteren 24, (48) und 120 Stunden beurteilt (s. Abb. 1). 
Eine positive Testreaktion erlangt erst dann klinische Relevanz, wenn das gefundene 
Kontaktallergen zum klinischen Bild und der Anamnese paßt. Die Testung erfolgt in 
Deutschland routinemäßig mit der Standard-Epikutantestreihe. Diese beinhaltet die von der 
Deutschen Kontaktallergie-Gruppe (DKG) ausgewählten häufigsten Kontaktallergene in 
Deutschland und entspricht weitgehend der Europäischen-Standard-Epikutantestreihe 
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(ESR). Weitere standardisierte Testreihen enthalten eine Zusammenstellung von 
berufsspezifischen oder strukturell verwandten Allergenen, die bei einem konkreten Verdacht 
auf eine bestimmte Allergenexposition durchgeführt werden sollten. Darüber hinaus können 
Materialien in die Testreihe aufgenommen werden, die vom Patienten als mögliche Allergene 
identifiziert worden sind.  
 
 
 
Abb.1: Epikutantest. Rücken einer Testperson nach Entfernen der Testkammern. 
 
Eine In-vitro-Methode zum Nachweis von Kontaktallergien stellt der 
Lymphozytentransformationstest (LTT) dar, der sich allerdings bisher vor allem wegen des 
mit ihm verbundenen hohen technischen Aufwands noch nicht uneingeschränkt etablieren 
konnte. Bei diesem Test wird in vitro die Lymphozytenproliferation nach Allergenkontakt 
anhand der DNA-Synthese gemessen. Insbesondere in der Diagnostik schwerer 
Arzneimittelreaktionen wird der LTT heutzutage erfolgreich angewendet. Hier zeigt er sich in 
der Spezifität dem Epikutantest ebenbürtig, in der Sensitivität sogar überlegen [Nyfeler und 
Pichler, 1997]. Aber auch zum Nachweis von Kontaktallergien ist der LTT gut geeignet. So 
zeigen Studien, daß der LTT zur Unterscheidung von Nickelallergikern und Nichtallergikern 
beitragen kann [Rasanen und Tuomi, 1992]. Sein Vorteil liegt insbesondere darin begründet, 
daß im Gegensatz zum Epikutantest potentiell gefährliche In-vivo-Provokationen durch 
kanzerogene und stark sensibilisierende Substanzen vermieden werden können. So wurde 
berichtet, daß eine aktive Sensibilisierung durch PPD im Rahmen einer Epikutantestung in 
einzelnen Fällen möglich ist [Devos und Van Der Valk, 2001; Schröder et al., 2001]. 
Therapeutisch steht die Allergenvermeidung an erster Stelle. Dabei muß allerdings auch an 
die möglicherweise kreuzreagierenden Kontaktallergene gedacht werden. Bei Nachweis 
einer Kontaktallergie im Epikutantest ist ein Allergiepaß auszustellen. Zusätzlich empfiehlt es 
 1. Einleitung 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 7  
sich, im akuten Stadium feuchte Umschläge und topische potente Glukokortikoide für ein bis 
drei Wochen anzuwenden. Anschließend sollte abhängig vom Hautbefund mit einer 
intermittierenden Therapie mit leichten Glukokortikoiden fortgesetzt werden. Der Juckreiz 
läßt sich mit oralen Antihistaminika dämpfen. Im chronischen Ekzemstadium können 
topische Glukokortikoide und rückfettende Substanzen hilfreich sein. Nur in seltenen Fällen 
und bei einer Beteiligung von größeren Körperarealen empfiehlt sich die Anwendung 
systemischer Glukokortikoide oder eine Bestrahlung mit ultraviolettem Licht (UV-Licht). 
Letztere kann in Form von UV-B-Licht oder als Kombination eines photosensibilisierenden 
Psoralens mit UV-A-Licht erfolgen (PUVA). Neuere immunsuppressiv wirkende Substanzen 
wie Tacrolimus und Pimecrolimus werden zur Zeit auf ihre Wirksamkeit überprüft. Erste 
Studien zeigen vielsprechende Ergebnisse für beide Immunmodulatoren [Gupta und Chow, 
2003; Saripalli et al., 2003]. 
 
 
1.1.3. Epidemiologie  
 
Kontaktallergien treten besonders häufig in Industrienationen auf. In den letzten Jahren hat 
dort die Prävalenz dieser Erkrankung deutlich zugenommen [Nielsen et al., 2001]. So kann 
derzeit bei 15-20% der allgemeinen Bevölkerung in Deutschland im Epikutantest eine 
positive Reaktion auf mindestens eine Substanz nachgewiesen werden, während rund 7% 
der Bevölkerung jährlich an einer allergischen Kontaktdermatitis erkranken [Schnuch et al., 
2004]. Neben der irritativ-toxischen Kontaktdermatitis ist sie die häufigste Form der 
Kontaktdermatitis. Sie tritt insgesamt häufiger bei Frauen und typischerweise zwischen dem 
20. und 40. Lebensjahr auf [Meding und Swanbeck, 1989]. Bestimmte Berufsgruppen wie 
Friseure sind mit einer Inzidenz von 40-50% [Conde-Salazar et al., 1995] besonders 
betroffen, was die allergische Kontaktdermatitis zu einer wichtigen Berufskrankheit macht. 
Dies zeigt auch, daß die individuell verschiedene Exposition mit Allergenen einen großen 
Einfluß auf die Auslösung der Erkrankung hat. 
Der jahrelange chronische Verlauf, die geringen therapeutischen Möglichkeiten und der frühe 
Krankheitsbeginn beeinflussen in großem Maße die individuelle Lebenssituation der 
Betroffenen. Eine epidemiologische Studie ergab, daß 8% der Patienten mit einer 
Kontaktdermatitis dazu gezwungen waren, ihren Beruf aufzugeben, um den Allergenkontakt 
zu vermeiden [Meding und Swanbeck, 1990]. In der Berufsgruppe der Friseure waren es 
sogar 18%. Durch die medizinischen Maßnahmen, die resultierenden krankheitsbedingten 
Fehlstunden am Arbeitsplatz und eventuell notwendige Umschulungen wird die Gesellschaft 
finanziell belastet. Für die USA wird geschätzt, daß die allergische Kontaktdermatitis 
jährliche Kosten von 250 Millionen Dollar verursacht [Belsito, 2000]. Der Patient selbst wird 
durch die mit der Allergenkarenz verbundenen Maßnahmen in seiner Berufswahl bzw. 
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Berufsausübung, in der Verrichtung häuslicher Tätigkeiten und der persönlichen 
Freizeitgestaltung stark eingeschränkt. Die exponierte Lokalisation der Erkrankung zumeist 
an den Händen führt bei vielen Patienten zu einem verminderten Selbstwertgefühl und 
erschwert ihre sozialen Kontakte [Jowett und Ryan, 1985]. Ein weiteres Problem stellen die 
häufig vorkommenden Kreuzreaktionen mit pharmakologischen Wirk- und Inhaltsstoffen dar, 
welche die individuellen Therapiemöglichkeiten bei einem Allergiepatienten beeinflussen 
können. So finden sich zum Beispiel bei Personen mit einer Kontaktsensibilisierung auf PPD 
häufig auch Kreuzreaktionen auf die Lokalanästhetika Benzocain und Procain sowie das 
Antibiotikum Sulfonamid [Belsito, 2000]. Weiterhin wurde bei PPD-Allergikern von einer 
Kreuzreaktion auf Sulfanilsäure, einen Metabolit des Azo-Farbstoffes 1-p-Sulfophenylazo-2-
naphthol-6-sulfonsäure (Sunset Yellow oder FD&C No.6) als Bestandteil von Tabletten 
berichtet [Sornin de Leysat et al., 2003]. 
Durch das Erkennen prädisponierender Risikofaktoren für die allergische Kontaktdermatitis 
könnten zukünftig gefährdete Personen durch geeignete primäre Präventionsmaßnahmen 
vor einer Sensibilisierung geschützt werden. Dazu gehört in erster Linie eine Vermeidung der 
Allergenexposition, was durch eine entsprechende Berufswahl oder Freizeitgestaltung 
gewährleistet werden kann. Auch persönliche Schutzmaßnahmen wie das Tragen von 
Handschuhen und eine sorgfältige Hautpflege können das Risiko einer Erkrankung 
reduzieren. 
 
 
1.2. para-Phenylendiamin (PPD) 
 
1.2.1. Verwendung und Sensibilisierung 
 
Para-Phenylendiamin (PPD) ist eine farblose aromatische Aminoverbindung mit der 
Summenformel C6H8N2 (Strukturformel s. Abb.2). 
 
 
 
 
Abb. 2: Strukturformel von para-Phenylendiamin (PPD) 
 
Verwendung findet sie als Ausgangs- und Zwischenprodukt bei der Herstellung von 
permanenten dunkelbraunen bis schwarzen Farbstoffen, z.B. für Haare, Leder, Pelze, 
Textilien, Gummiprodukte, Kosmetika und histologische Präparate. Weiterhin wird PPD als 
Reagenz für photografische Entwickler und als Beschleuniger für die Gummi-Vulkanisation 
eingesetzt. Man findet PPD daher z.B. in Haarfärbemitteln [Corbett und Menkart, 1973; 
NH2 NH2 
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Gottlober et al., 2001], Photoentwicklern [Marconi et al., 1999] und Druckerschwärze 
[Shapiro et al., 2001]. 
Haarfärbemittel stellen sicherlich die häufigste Ursache für eine Sensibilisierung mit PPD 
dar. Seit Mitte des 19. Jahrhunderts wird PPD kommerziell als Haarfärbemittel genutzt 
[Corbett und Menkart, 1973]. Aufgrund des Sensibilisierungsrisikos ist es aber in der BRD 
und weiten Teilen Europas seit Jahrzehnten für diese Anwendung nicht mehr 
uneingeschränkt zugelassen. Gemäß den EU-Richtlinien [Communities, 1983] ist eine 
Maximalkonzentration von 6% PPD in Haarfärbemitteln zulässig. Da bisher kein adäquater 
Ersatzfarbstoff mit einem deutlich geringeren Sensibilisierungsrisiko bei gleich hoher 
technischer Qualität entwickelt werden konnte, gelangt PPD somit weiterhin als Bestandteil 
dieser Produkte in den Handel.  
Ein neues Sensibilisierungspotential besitzen ausländische Henna-Produkte zur temporären 
Tätowierung, die - wie aktuelle Fälle zeigen - durch beigemengtes PPD eine allergische 
Kontaktdermatitis sowie Erythema-multiforme-ähnliche Hautveränderungen auslösen können 
[Le Coz et al., 2000; Jappe et al., 2001; Bowling und Groves, 2002]. 
Bei der Anwendung von PPD wird dieses durch Oxidation (z.B. durch Peroxide) polymerisiert 
und dadurch in einen permanenten Farbstoff umgewandelt, der in der Regel keine 
sensibilisierende Wirkung mehr aufweist [Reiss und Fisher, 1974]. Da aber diese 
Oxidationsprozesse nicht immer vollständig ablaufen, sind Fertigprodukte noch nach Jahren 
in der Lage, durch die Absonderung geringer PPD-Mengen eine allergische Reaktion 
auszulösen.  
PPD wird über die Haut aufgenommen. Experimentell wurden abhängig von der applizierten 
PPD-Menge pro kutaner Flächeneinheit sowie der PPD-Konzentration 
Sensibilisierungsquoten von bis zu 14,4% festgestellt [Skog, 1965]. Als dementsprechend 
starkes Kontaktallergen gehört PPD zu den fünfzehn häufigsten Auslösern einer allergischen 
Kontaktdermatitis [Kuhlwein und Hausen, 1982; Lodi et al., 2000; Marks et al., 2000]. In der 
BRD reagieren im Patch-Test 2-5% der Patienten positiv auf PPD [Kuhlwein und Hausen, 
1982, Frosch, 1987, Enders et al., 1988, Schnuch et al., 1997]. In Studien aus Nordamerika 
und Asien finden sich Raten zwischen 6,0 und 8,1% [Lynde et al., 1982; Marks et al., 2000; 
Chan et al., 2001]. Besonders betroffen sind Friseure, Fotografen und Arbeiter in der 
Gummi-, Leder- und Textilindustrie [Armstrong et al., 1999]. In der Berufsgruppe der Friseure 
reagieren 24-45,9% der Personen mit einer allergischen Kontaktdermatitis im Epikutantest 
positiv auf PPD [Lynde und Mitchell, 1982, Nethercott et al., 1986; Guerra et al., 1992, 
Conde-Salazar et al., 1995] Dieser berufsspezifische Zusammenhang läßt sich nicht nur 
durch den häufigen Kontakt mit PPD in Haarfärbemitteln erklären, sondern auch durch 
prädisponierende Faktoren wie chronische Hautschädigungen verursacht durch ständige 
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Feuchtarbeit und Umgang mit irritativen Substanzen [Guerra et al., 1992; Özkaya-Bayazit et 
al., 1997]. 
Einige Studien zeigen, daß PPD nicht nur Typ-IV-Hypersensitivitätsreaktionen verursacht, 
sondern in Einzelfällen auch antikörpervermittelte Typ-I-Hypersensitivitätsreaktionen wie 
anaphylaktische Reaktionen [Fukunaga et al., 1996; Belton und Chira, 1997; Mavroleon et 
al., 1998] oder eine Kontakturtikaria [Temesvari, 1984] auslösen kann. Möglicherweise hat 
PPD auch eine kanzerogene Wirkung. So konnte in einer aktuellen Studie eine Assoziation 
zwischen der Anwendung von PPD-haltigen Haarfärbemitteln und einem erhöhten Risiko für 
die Entstehung von Harnblasenkrebs aufgezeigt werden [Gago-Dominguez et al., 2003]. Die 
enterale Aufnahme von PPD kann in Einzelfällen zu akuten Ödemen im Gesicht und 
Pharynxbereich und zu einem akuten Nierenversagen durch Rhabdomyolyse führen [Ashraf 
et al., 1994]. Als Spätfolge wurde auch eine Optikusatrophie mit sekundärer Blindheit 
beschrieben [Yagi et al., 1996]. 
 
 
1.2.2. Wirkungsmechanismus von PPD 
 
Der immunogene Wirkungsmechanismus von PPD ist noch weitgehend unklar. Das 
Prohapten-Konzept geht davon aus, daß PPD ein Prohapten ist und erst durch 
Metabolisierungsprozesse in ein reaktives Hapten umgewandelt wird [Basketter et al., 1995]. 
So konnte gezeigt werden, daß PPD in der Haut durch Autooxidation in die reaktiven 
Verbindungen Benzochinondiimin, Benzochinon und N, N’-bis(4-Aminophenol)-2,5-diamino-
1,4-chinon-diimin (Bandrowskis Base) umgewandelt wird, die als mögliche Haptene in Frage 
kommen (Abb.3) [Blohm und Rajka, 1970; Rajka und Blohm, 1970; Reiss und Fisher, 1974; 
Krasteva et al., 1993; Krasteva et al., 1996]. Aber auch andere Metabolisierungsprozesse 
konnten nachgewiesen werden. So wird PPD in Keratinozyten durch das Enzym N-
Acetyltransferase1 (NAT1) zu Monoacetyl-PPD und zu Diacetyl-PPD umgewandelt 
[Kawakubo et al., 2000]. Weitere In-vitro-Studien belegen, daß PPD-Derivate durch 
Autooxidation insbesondere in den Mitochondrien oxidativen Streß hervorrufen [Munday, 
1988; Munday, 1992]. Dieser oxidative Streß ist möglicherweise in der präimmunologischen 
Phase an der Entstehung einer allergischen Kontaktdermatitis beteiligt [Picardo et al., 1992].  
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Abb. 3: Oxidation von PPD. Durch Autooxidation (OX) wird PPD in Benzochinondiimin, 
Benzochinon und N, N’-bis(4-Aminophenol)-2,5-diamino-1,4-chinon-diimin (Bandrowskis 
Base) umgewandelt. 
 
 
1.2.3. Kreuzallergien 
 
Bei Patienten mit einer Kontaktallergie auf PPD finden sich gehäuft Kreuzreaktionen auf 
strukturell ähnliche Verbindungen, die ebenfalls eine Aminogruppe in Parastellung 
aufweisen, sogenannte Parastoffe [Seidenari et al., 1997; Uter et al., 2002]. Dazu gehören 
der UV-B-Filter p-Aminobenzoesäure, die Farbstoffe p-Toluylendiamin, p-Aminophenol, p-
Aminoazobenzol und Dispers Orange 3, Sulfonamid-Antibiotika, sowie Lokalanästhetika vom 
Estertyp wie Benzocain und Procain. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, daß 
PPD-spezifische T-Lymphozyten auch durch andere Parastoffe aktiviert werden können 
[Shigematsu et al., 1988; Picardo et al., 1990; Li et al., 1996]. Dies deutet darauf hin, daß der 
T-Zell-Rezeptor aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit der Epitope nicht in der Lage ist, die 
verschiedenen Haptene zu unterscheiden [Wulferink et al., 2002]. Aus diesem Grund wird 
PPD von einigen Autoren als ideale Screening-Substanz angesehen, um im Epikutantest 
eine Kontaktallergie auf Parastoffe nachzuweisen [Koopmans und Bruynzeel, 2003]. 
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Es sind aber auch Kreuzreaktionen mit Stoffen bekannt, die keine Aminogruppe in 
Parastellung aufweisen wie z.B. Hydrochinon. Eine mögliche Erklärung für die Entstehung 
dieser Kreuzreaktionen bietet auch hier das Prohapten-Konzept. Dabei geht man davon aus, 
daß andere Stoffe durch Metabolisierung das gleiche Hapten wie PPD bilden. Dieses 
gemeinsame Hapten, möglicherweise Benzochinon oder Bandrowskis Base (BB), könnte 
somit sowohl für die Sensibilisierung als auch für die Kreuzreaktion verantwortlich sein 
[Basketter und Goodwin, 1988; Picardo et al., 1990; Basketter und Liden, 1992].  
 
 
1.3. Molekulare Epidemiologie 
 
1.3.1 Individuelle Suszeptibilität  
 
Viele Erkrankungen werden in ihrer Entstehung sowohl durch endogene als auch exogene 
Faktoren beeinflußt. Zu solchen multifaktoriellen Erkrankungen zählen insbesondere 
umweltbedingte Krebserkrankungen, aber auch allergische Hauterkrankungen wie die 
allergische Kontaktdermatitis. Das individuelle Erkrankungsrisiko schwankt beträchtlich 
innerhalb der Bevölkerung. Dies wird als interindividuelle Variabilität oder individuelle 
Krankheitssuszeptibilität bezeichnet. Der genaue Pathomechanismus, warum bestimmte 
Individuen ein höheres Erkrankungsrisiko aufweisen, während andere trotz jahrelanger 
Exposition mit den gleichen Umweltfaktoren verschont bleiben, ist noch weitgehend unklar. 
Die Bedeutung genetischer Faktoren für diese individuelle Suszeptibilität ist zwar bekannt, 
die Ursachen auf molekularer Ebene sowie die Charakterisierung der Interaktion der 
betreffenden Gene mit exogenen Faktoren (gene-environmental-interaction) ist jedoch 
weitgehend ungeklärt. Mit dieser Thematik beschäftigt sich die molekulare Epidemiologie. 
Dabei handelt es sich um ein recht junges Forschungsgebiet, das erst um 1980 zur besseren 
Erfassung des individuellen Krebsrisikos begründet wurde [Harris et al., 1976; Harris et al., 
1978; Perera und Weinstein, 1982]. In den letzten Jahren wurde dieses Konzept auch auf 
andere Bereiche ausgedehnt, mit dem Ziel, die Ursachen für das individuelle 
Erkrankungsrisiko zu verstehen und entsprechende Präventionsmaßnahmen zu entwickeln.  
Der Einfluß genetischer Mutationen auf das individuelle Krebserkrankungsrisiko ist schon 
lange bekannt. Dabei unterscheidet man Gene mit hoher Penetranz (high-penetrance genes) 
von solchen mit niedriger Penetranz (low-penetrance genes). Unter Penetranz versteht man 
hierbei die prozentuale Häufigkeit, mit der ein Erbfaktor bei Individuen gleichen Erbgutes zur 
entsprechenden Erkrankung führt. Zur Gruppe der Gene mit hoher Penetranz gehören unter 
anderem Keimbahnmutationen in einem Allel des Tumorsuppressorgens p53 beim Li-
Fraumeni-Syndrom, die Mutation im Retinoblastom-(Rb1)-Gen sowie Veränderungen in 
Mismatch-Reparatur-Genen wie hMSH2, hMLH1 und dem Tumorsuppressorgen APC bei der 
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familiären adenomatösen Polyposis coli. Diese Mutationen sind verantwortlich für eine frühe 
Manifestation und familiäre Häufung der genannten Krebserkrankungen. Jedoch treten diese 
Mutationen in der Gesamtbevölkerung nur sehr selten auf und können die Vielzahl der 
sporadischen Krebserkrankungen nicht erklären [Ponder, 1997]. Gene mit hoher Penetranz 
sind auch für die bekannten Genodermatosen wie die Tuberöse Sklerose, die 
Neurofibromatosis generalisata und die Epidermolysis bullosa verantwortlich [Moss, 1991; 
Christiano und Uitto, 1992]. 
Die Gene mit niedriger Penetranz hingegen treten häufiger in der Bevölkerung auf und 
haben möglicherweise eine größere Bedeutung für die individuelle Variabilität und 
Suszeptibilität gegenüber exogenen karzinogenen oder auch allergenen Substanzen. Diese 
phänotypischen Unterschiede beruhen in der Regel auf genetischen Polymorphismen. Dabei 
handelt es sich um Genvariationen, die mit einer Mindesthäufigkeit von 1% in einer 
Population vorkommen und für etwa 90% der interindividuellen Variabilität beim Menschen 
verantwortlich gemacht werden [Collins et al., 1998]. In der Regel liegen diesen 
Veränderungen in der DNA-Sequenz Punktmutationen zugrunde. Sie entstehen durch die 
Substitution, Insertion oder Deletion meist eines einzigen Basenpaares, weswegen diese 
Mutationen im englischen Sprachgebrauch auch „Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)“ 
genannt werden. Durch strukturelle Mutationen in den kodierenden Genabschnitten (Exons) 
kommt es zu qualitativen Änderungen der kodierten Proteinstruktur durch 
Aminosäuresubstitution, durch Veränderung des Leserasters bei der Translation oder durch 
einen vorzeitigen Abbruch der Proteinsynthese, sei es aufgrund einer Deletion oder der 
frühzeitigen Einführung eines Abbruchcodons. Dadurch kann es zu einer Beeinträchtigung 
der Proteinfunktion kommen. Die zumeist in der Promotorregion liegenden regulatorischen 
Mutationen beeinflussen die Genexpression und führen so zu quantitativen Änderungen der 
Proteinsynthese. Es ist also denkbar, daß diese Polymorphismen durch ihre Wirkung auf die 
Struktur oder Synthese der im jeweiligen DNA-Bereich kodierten Proteine das individuelle 
Erkrankungsrisiko beeinflussen können. Für einige Hauterkrankungen wie die atopische 
Dermatitis [Cox et al., 1998], die Psoriasis [Asadullah et al., 2001] und für maligne 
Hauttumoren [Lear et al., 2000] konnte ein solcher Zusammenhang bereits aufgezeigt 
werden. 
 
 
1.3.2 Fremdstoffmetabolismus und genetische Polymorphismen 
 
Wie eine Vielzahl von Studien zeigt, scheinen bei der Ausprägung des individuellen 
Krebsrisikos genetische Polymorphismen in Genen für Fremdstoff-metabolisierende Enzyme 
eine Rolle zu spielen. So konnte ein Zusammenhang zwischen Polymorphismen in den 
Genen für verschiedene Cytochrom P450 Enzyme (CYP) und einem erhöhten Risiko für 
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Lungenkrebs aufgezeigt werden [Nakachi et al., 1991; Ichiba et al., 1994]. Ein ähnlicher 
Zusammenhang zwischen Lungenkrebs und genetischen Polymorphismen zeigte sich bei 
den Glutathion-S-Transferasen (GST) [Seidegard et al., 1986; Ketterer et al., 1992; Rebbeck, 
1997; Bennett et al., 1999] und den N-Acetyltransferasen (NAT) [Wikman et al., 2001]. Bei 
Cytochrom P450, GST und NAT handelt es sich um Enzyme, die Fremdstoffe und endogene 
Substrate metabolisieren und somit wahrscheinlich eine wichtige Rolle bei der Umwandlung 
von Karzinogenen oder Allergenen einnehmen.  
Inwieweit Polymorphismen in den Genen für Fremdstoff-metabolisierende Enyzme auch das 
individuelle Risiko für die Entstehung einer allergischen Kontaktdermatitis beeinflussen, ist 
noch weitestgehend unklar. Jedoch gelang es bereits durch molekularepidemiologische 
Studien, Evidenzen für eine Assoziation zwischen Polymorphismen in den Genen für die N-
Acetyltransferasen (NAT) und einer allergischen Kontaktdermatitis auf PPD aufzuzeigen 
[Westphal et al., 2000]. 
 
 
1.4. Mangansuperoxiddismutase (MnSOD) 
 
1.4.1. Funktion 
 
Die Mangansuperoxiddismutase (MnSOD) ist ein antioxidatives Enzym, das oxidativen Streß 
reduziert. Sie gehört zur Gruppe der Superoxiddismutasen (SOD), von denen beim 
Menschen drei verschiedene Formen bekannt sind, die sich in ihrem Aufbau und ihrer 
Lokalisation unterscheiden. Im Zytosol befindet sich die kupfer- und zinkhaltige Cu/ZnSOD 
(SOD1) [McCord und Fridovich, 1969], in den Mitochondrien die manganhaltige MnSOD 
(SOD2) [Weisiger und Fridovich, 1973] und im Extrazellulärraum die kupfer- und zinkhaltige 
ECSOD (SOD3) [Hjalmarsson et al., 1987]. 
Die antioxidative Funktion dieser Enzyme wurde 1969 zuerst von McCord und Fridovich 
beschrieben [McCord und Fridovich, 1969]. Die Superoxiddismutasen katalysieren die 
Umwandlung von Superoxidradikalen in Verbindung mit Wasserstoff zu Sauerstoff und 
Wasserstoffperoxid: 
 
O2 ·¯ +  O2 ·¯ +  2H+ → O2  +  H2O2 
 
Damit ist MnSOD ein wichtiger Faktor in der Reduktion von oxidativem Streß. Dieser setzt 
sich aus sehr reaktiven Sauerstoffverbindungen (ROS = Reactive Oxygen Species) 
zusammen, deren Gefahr darin besteht, Zellbestandteile oxidativ zu verändern und damit 
schwer zu schädigen. Zu diesen Verbindungen zählen das Superoxidradikal (O2·¯), 
Wasserstoffperoxid (H2O2) und das besonders reaktive Hydroxylradikal (OH·). Sie entstehen 
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in vivo als Nebenprodukt des normalen Sauerstoffmetabolismus durch Autooxidation 
zellulärer Verbindungen wie Hydrochinon oder Glutathion, durch enzymatische Reaktionen, 
bei denen vor allem die Xanthinoxidase beteiligt ist sowie beim mitochondrialen 
Elektronentransport [Freeman und Crapo, 1982]. Die Sauerstoffverbindungen reagieren mit 
Zellbestandteilen wie DNA, Lipiden und Proteinen, wodurch diese oxidativ verändert werden 
und deren Funktion beeinträchtigt wird. So kommt es unter anderem durch Reaktionen mit 
DNA zu Mutationen, durch Lipidperoxidationen zu Membranschäden und durch 
Proteinmodifikationen zu Enzymhemmungen [Fridovich, 1978]. In den Mitochondrien 
verlassen geschätzte 1-5% der Elektronen den Elektronentransport der Atmungskette und 
bilden Superoxidradikale. Dies macht die Mitochondrien zu einer Hauptquelle für oxidativen 
Streß und die MnSOD zu einem besonders wichtigen antioxidativen Enzym [Green und 
Reed, 1998]. Aber auch externe Einflüsse wie ionisierende Strahlung, UV-Licht, Xenobiotika 
und Hyperoxie sind als auslösende Faktoren für oxidativen Streß bekannt. Darüber hinaus 
sind Granulozyten und Makrophagen im Rahmen einer Entzündungsreaktion in der Lage, 
aufgrund eines erhöhten Sauerstoffverbrauchs (respiratory burst) reaktive 
Sauerstoffverbindungen zu synthetisieren und freizusetzen [Fantone und Ward, 1982].  
Zum Schutz vor ROS dienen der Zelle - neben freien Radikalfängern wie α-Tocopherol und 
β-Carotin - vor allem antioxidative Enzyme wie Superoxiddismutasen, Glutathionperoxidasen 
und Katalasen [Freeman und Crapo, 1982]. 
 
 
1.4.2. Struktur und Synthese 
 
Das Gen für die humane MnSOD befindet sich auf dem langen Arm des Chromosoms 6 
(6q25) [Church et al., 1992]. Es besteht aus 5 Exons, die von 4 Introns unterbrochen werden 
[Wan et al., 1994]. Das Protein wird im Zytosol synthetisiert und muß anschließend in die 
Mitochondrien transportiert werden [Weisiger und Fridovich, 1973]. Aus diesem Grund 
enthält das primäre Translationsprodukt eine Signalsequenz aus 24 überwiegend positiv 
geladenen Aminosäuren wie Arginin und Lysin, die eine α-helicale Struktur bilden [Wispe et 
al., 1989]. Diese Signalsequenz ist für die korrekte intrazelluläre Adressierung des Enzyms 
eminent wichtig. Sie bindet an spezifische Rezeptoren auf der inneren und äußeren 
Mitochondrienmembran, was zur Internalisierung des Enzyms führt [Ryan und Jensen, 
1995]. Im Anschluß an diesen Vorgang wird die Signalsequenz durch eine Peptidase von 
dem aktiven Enzym in den Mitochondrien abgespalten [Wispe et al., 1989].  
Die aktive MnSOD besteht aus vier identischen, 22kDa schweren Untereinheiten 
(Homotetramer), die aus 198 Aminosäuren aufgebaut sind und jeweils ein aktives Zentrum 
mit einem Molekül Mangan (Mn3+) enthalten [Borgstahl et al., 1992]. Sie kommt ubiquitär in 
allen menschlichen Zellen vor. In der Haut findet sie sich sowohl in den Keratinozyten der 
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gesamten Epidermis als auch in den dermalen Fibroblasten und Endothelzellen [Carraro und 
Pathak, 1988; Kobayashi et al., 1993]. 
Die MnSOD-Synthese wird vor allem durch Zytokine reguliert. Eine induzierende Wirkung 
haben Tumornekrosefaktor-α (TNF-α) und Interleukin-1(IL-1) [Masuda et al., 1988; Wong 
und Goeddel, 1988] sowie Interferon-γ (INF-γ) [Kifle et al., 1996]. Aber auch bakterielle 
Lipopolysaccharide [Visner et al., 1990] und Hyperoxie [Ho et al., 1996] induzieren die 
MnSOD-Synthese. 
Eine erhöhte MnSOD-Expression kann somit ein Hinweis auf eine zytokinvermittelte 
Entzündungsreaktion sein. MnSOD dient dabei den Zellen zum Schutz vor reaktiven 
Sauerstoffverbindungen, die aus Entzündungszellen freigesetzt werden. Dies konnte für 
entzündliche Hauterkrankungen wie die Psoriasis, aber auch für neurologische 
Erkrankungen wie M. Alzheimer nachgewiesen werden [Lontz et al., 1995; De Leo et al., 
1998]. 
 
 
1.4.3. Klinische Relevanz 
 
In-vitro-Studien zeigen, daß eine hohe MnSOD-Aktivität die Überlebensrate von Zellen 
erhöht, die experimentell oxidativem Streß ausgesetzt wurden [Wong et al., 1989; Hirose et 
al., 1993]. Dies wurde in vivo durch Versuche mit MnSOD-Knockout-Mäusen bestätigt. Die 
heterozygoten Mäuse zeigen eine herabgesetzte mitochondriale Funktion, die sich durch 
vermehrt vorkommende oxidative Schäden nachweisen läßt [Williams et al., 1998]. Andere 
Versuche mit MnSOD-Knockout-Mäusen belegen, daß diese Tierpopulationen häufiger 
Schäden in Zellen mit einer hohen Stoffwechselrate aufweisen wie Myokardzellen, 
Hepatozyten, Neuronen und Blutbildungszellen. Daraus resultieren bei diesen Tieren 
Erkrankungen wie die dilatative Kardiomyopathie, hepatische Fettansammlungen, 
progressive motorische Störungen, Anämien und eine erhöhte neonatale Letalität [Li et al., 
1995; Lebovitz et al., 1996; Melov et al., 1998; Melov et al., 1999]. 
Eine gestörte MnSOD-Funktion und damit ein mangelhafter Schutz vor oxidativem Streß wird 
daher mit vielen Erkrankungen in Zusammenhang gesetzt. Dazu zählen Progerie [Yan et al., 
1999], M. Parkinson [Matsumine et al., 1997] und Diabetes mellitus (Typ 1) [Pociot et al., 
1993; Hohmeier et al., 1998]. Auch bei der Entstehung und Ausprägung von 
Krebserkrankungen wird einer verminderten MnSOD-Aktivität eine wichtige Rolle 
zugeschrieben [Oberley und Buettner, 1979; Huang et al., 1999]. Einige Studien zeigen, daß 
eine erhöhte MnSOD-Expression das Wachstum von Brustkrebszellen hemmt und den 
malignen Phänotyp von Melanonzellen unterdrückt [Church et al., 1993; Li et al., 1998]. In 
diesem Zusammenhang wird dem SOD2-Gen eine tumorsuppressive Wirkung 
zugeschrieben, die auch in die p53-Regulation eingreift [Drane et al., 2001]. Gleichfalls 
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konnten bei hyperproliferativen Hauterkrankungen wie Psoriasis und dem 
Plattenepithelkarzinom eine verminderte MnSOD-Aktivität nachgewiesen werden [Kobayashi 
et al., 1991]. 
Der allgemein positive Effekt einer erhöhten MnSOD-Expression ist aber nicht unumstritten. 
Die Superoxiddismutasen katalysieren zwar den Abbau des Superoxidradikals (O2 ·¯), doch 
das bei dieser Reaktion entstehende Wasserstoffperoxid (H2O2) ist eine weitere potente 
Sauerstoffverbindung, die erst durch die Enzyme Katalase und Glutathionperoxidase in 
Wasser (H2O) und Sauerstoff (O2) umgewandelt werden muß [Fridovich, 1978]. Nicht 
umgewandeltes Wasserstoffperoxid reagiert in der Haber-Weiss-Reaktion mit 
Superoxidradikalen zu dem noch stärker zytotoxisch wirkenden Hydroxylradikal (OH·) [Haber 
und Weiss, 1934]. Katalysierend wirken dabei oxidierte Metallionen wie Fe3+ (Fenton-
Reaktion) [Fantone und Ward, 1982]:  
 
O2 ·¯ + Fe3+ → O2 + Fe2+ 
Fe2+ + H2O2 → Fe3+ + OH ¯ + OH· 
 
Die Reduktion von oxidativem Streß ist demnach abhängig von einem funktionierenden 
Gleichgewicht verschiedener Enzymaktivitäten. Ist dieses gestört, kommt es zu einer 
Zunahme reaktiver Sauerstoffspezies. Eine erhöhte MnSOD-Aktivität führt zwar zu einer 
Reduktion von Superoxidradikalen, aber auch zu einer Zunahme von Wasserstoffperoxid. 
Wird dies nicht durch eine verstärkte Aktivität von Katalase und Glutathionperoxidase 
kompensiert, kommt es vermehrt zu Zellschäden [Scott et al., 1987]. Diese ambivalente 
Funktion von MnSOD war Gegenstand mehrerer Studien. So konnte gezeigt werden, daß 
eine erhöhte MnSOD-Aktivität Bakterien anfälliger für ionisierende Strahlung macht [Scott et 
al., 1989]. Dieser Zusammenhang wurde in einer anderen Studie auch für Gliomzellen 
bestätigt [Zhong et al., 1996]. Luo und Kollegen führten eine exzessive Bildung von 
Hydroxylradikalen in kultivierten Hautfibroblasten von Patienten mit einer Komplex-I-
Defizienz auf eine zuvor von Pitkänen und Robinson 1996 in diesen Zellen entdeckte 
erhöhte MnSOD-Aktivität zurück. Diese Befunde erklärten erstmals die Entstehung einer 
Kardiomyopathie in Verbindung mit Katarakt [Pitkanen und Robinson, 1996; Luo et al., 
1997]. 
 
 
1.4.4. MnSOD und genetische Polymorphismen 
 
MnSOD gehört zu der Gruppe der Superoxiddismutasen, für die bereits der Einfluß von 
Polymorphismen auf die Entstehung verschiedener  Krankheiten belegt werden konnte. So 
sind Punktmutationen im Gen für das der MnSOD verwandte Enzym Cu/ZnSOD 
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mitverantwortlich bei der Pathogenese der familiären amyotrophen Lateralsklerose (ALS) 
[Deng et al., 1993; Rosen, 1993]. Im MnSOD-Gen konnten bisher vier verschiedene 
funktionelle Polymorphismen nachgewiesen werden. Im Exon 2 finden sich der häufig 
untersuchte Ala-9Val-Polymorphismus (GCT/GTT) und der Ser3Arg-Polymorphismus 
(AGC/GGG), im Exon 3 der seltene Ile58Thr-Polymorphismus (ATA/ACA) und zusätzlich im 
Exon 5 ein neutraler Polymorphismus (GGA/GGG) ohne Aminosäureaustausch [Ho und 
Crapo, 1988; Matsumine et al., 1997].  
Der Ala-9Val-Polymorphismus im Exon 2 beschreibt eine Punktmutation an der 
Nukleotidposition 47 der mitochondrialen Signalsequenz und besteht aus einem Austausch 
der Base Cytosin durch Thymin (GCT → GTT). Im Protein wird aufgrund des veränderten 
Codons an der Position -9 die Aminosäure Alanin durch Valin ersetzt, was eine Veränderung 
der Sekundärstruktur in diesem Abschnitt zur Folge hat. Aus einer α-helicalen Struktur 
entsteht ein β-Faltblatt [Shimoda-Matsubayashi et al., 1996]. Da sich der Polymorphismus im 
Bereich der Signalsequenz befindet, hat er möglicherweise Einfluß auf den intrazellulären 
Transport des Enzyms in die Mitochondrien oder aber auf die Enzymfunktion [Rosenblum et 
al., 1996]. In mehreren Studien wurde ein Zusammenhang zwischen der Alanin-Variante und 
diversen Erkrankungen festgestellt. So konnte die Alanin-Variante häufiger bei Patienten mit 
M. Parkinson [Shimoda-Matsubayashi et al., 1996; Shimoda-Matsubayashi et al., 1997], 
Brustkrebs [Ambrosone et al., 1999; Mitrunen et al., 2001], amyotropher Lateralsklerose 
(ALS) [Van Landeghem et al., 1999] und der exsudativen altersabhängigen 
Makuladegeneration nachgewiesen werden [Van Landeghem et al., 1999; Kimura et al., 
2000]. Für andere Krankheiten scheint hingegen die Valin-Variante ein prädisponierender 
Faktor zu sein. Molekularepidemiologische Studien belegen einen Zusammenhang zwischen 
der Valin-Variante und dem Auftreten von Lungenkrebs [Wang et al., 2001], der 
idiopathischen dilatativen Kardiomyopathie [Hiroi et al., 1999], der sporadischen Form von 
ALS [Tomblyn et al., 1998] oder der Ausbildung von Spätdyskinesien bei Schizophrenie-
Patienten [Hori et al., 2000].  
Der Ile58Thr-Polymorphismus beschreibt eine Punktmutation an der Nukleotidposition 339 
im Exon 3 und besteht aus dem Austausch der Base Thymin durch Cytosin (ATA → ACA). 
Im Protein wird infolgedessen an der Position 58 die Aminosäure Isoleucin durch Threonin 
ersetzt [Ho und Crapo, 1988]. Dies stört den tetramerischen Aufbau von MnSOD und führt 
zur Ausbildung thermolabiler Dimere [Borgstahl et al., 1996], die eine dreifach geringere 
Enzymaktivität aufweisen als die native MnSOD-Form [Zhang et al., 1999]. Wie Studien 
zeigen, kommt die Threonin-Variante allerdings nur sehr selten bei Kaukasiern vor. Ein 
Zusammenhang mit einer Erkrankung konnte bisher noch nicht nachgewiesen werden. 
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2. Problemstellung 
 
Die allergische Kontaktdermatitis beschreibt eine Entzündungsreaktion der Haut, die durch 
Kontakt mit einer spezifischen Substanz ausgelöst wird. Damit stellt sie die 
Hautmanifestation einer Kontaktallergie dar. Die Prävalenz dieser Erkrankung ist besonders 
in den Industrienationen in den letzten Jahren stark angestiegen, so daß ihre Erforschung 
zunehmend an Bedeutung gewinnt [Nielsen et al., 2001]. Die zugrundeliegenden 
molekularen Mechanismen sind jedoch noch nicht vollständig aufgeklärt. Es gilt als 
gesichert, daß es sich um eine multifaktoriell bedingte Erkrankung handelt, bei deren 
Entstehung sowohl Umweltfaktoren als auch individuelle Risikofaktoren beteiligt sind. Bis 
heute ist es aber noch nicht geklärt, warum bestimmte Individuen durch Hautkontakt mit 
einem Allergen eine Sensibilisierung entwickeln, während andere trotz jahrelanger 
Exposition verschont bleiben. Die Bedeutung genetischer Faktoren für diese individuelle 
Suszeptibilität ist bekannt, aber bisher noch weitgehend unerforscht. Mit dieser Thematik 
beschäftigt sich die molekulare Epidemiologie. Hierbei konzentriert sich die Forschung auf 
Gene mit niedriger Penetranz, die häufig in der Bevölkerung vorkommen und möglicherweise 
eine große Bedeutung für die individuelle Variabilität und Suszeptibilität gegenüber 
allergenen Substanzen besitzen. Die phänotypischen Unterschiede beruhen in der Regel auf 
Polymorphismen in diesen Genen. Dabei handelt es sich um Genvariationen, die mit einer 
Mindesthäufigkeit von 1% in einer Population vorkommen und für etwa 90% der 
interindividuellen Variabilität beim Menschen verantwortlich gemacht werden [Collins et al., 
1998]. Um das Gesundheitsrisiko, das von Kontaktallergenen ausgeht, zu minimieren, ist es 
wichtig, diese individuellen Risikofaktoren in der Bevölkerung zu identifizieren. Nur so kann 
durch primäre Präventionsmaßnahmen die Sensibilisierung besonders gefährdeter Personen 
zukünftig verhindert werden.   
Aus diesem Grund ist es Ziel der vorliegenden molekularepidemiologischen Fall-
Kontrollstudie, einen Zusammenhang zwischen genetischen Polymorphismen und der 
individuellen Suszeptibilität für die Entstehung einer allergischen Kontaktdermatitis 
aufzudecken und geeignete Methoden zu deren Nachweis zu etablieren. Dies soll am 
Beispiel der allergischen Kontaktdermatitis auf para-Phenylendiamin (PPD) demonstriert 
werden. Bei PPD handelt es sich um eine Ausgangssubstanz zur Herstellung von 
Farbstoffen. Wichtige Merkmale dieser Substanz sind ihr hohes Sensibilisierungspotential 
und ihre weltweite Verbreitung, was sie zu einem idealen Modell auch für andere 
Kontaktallergene macht. In dieser Studie soll das Erbmaterial von Patienten mit einer 
Sensibilisierung auf PPD und einer Kontrollgruppe auf zwei bekannte genetische 
Polymorphismen im kodierenden DNA-Bereich für das antioxidative Enzym 
Mangansuperoxiddismutase (MnSOD) untersucht werden. Die Wahl der Polymorphismen 
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begründet sich auf Studien, die belegen, daß PPD oxidativen Streß erzeugt, und daß dieser 
in der präimmunologischen Phase der Sensibilisierung möglicherweise bei der Ausbildung 
einer allergischen Kontaktdermatitis beteiligt ist [Munday, 1988; Munday, 1992; Picardo et 
al., 1992]. Die ausgewählten Polymorphismen haben möglicherweise Einfluß auf die 
Funktion des antioxidativen Enzyms MnSOD und damit auf den oxidativen Streß. Der Ala-
9Val-Polymorphismus im Exon 2 des MnSOD-Gens bewirkt den Austausch der Base Cytosin 
durch Thymin (GCT → GTT). Dadurch wird im Protein an der Position –9 die Aminosäure 
Alanin durch Valin ersetzt. Da sich der Polymorphismus im Bereich der Signalsequenz 
befindet, hat er möglicherweise Einfluß auf den intrazellulären Transport des Enzyms in die 
Mitochondrien oder aber auf die Enzymfunktion [Rosenblum et al., 1996]. In dieser Studie 
soll ein möglicher Zusammenhang mit der allergischen Kontaktdermatitis auf PPD und einer 
der beiden Enzym-Varianten nachgewiesen werden. Weiterhin soll die Prävalenz beider 
Varianten in der Kontrollgruppe mit der bereits in anderen Studien ermittelten Prävalenz in 
der Bevölkerung verglichen werden.  
Als zweiter Polymorphismus im MnSOD-Gen wird der Ile58Thr-Polymorphismus im Exon 3 
mit Austausch der Base Thymin durch Cytosin (ATA → ACA) untersucht. Im Protein wird 
infolgedessen an der Position 58 die Aminosäure Isoleucin durch Threonin ersetzt [Ho und 
Crapo, 1988]. Die Threonin-Variante weist eine dreifach geringere Enzymaktivität auf [Zhang 
et al., 1999], konnte allerdings bisher nur sehr selten bei Kaukasiern nachgewiesen werden. 
In dieser Studie soll daher die Prävalenz dieser risikobehafteten Variante in der 
Patientengruppe untersucht werden, um möglicherweise einen Zusammenhang mit der 
allergischen Kontaktdermatitis auf PPD aufzuzeigen.  
Da man davon ausgeht, daß die Prävalenz von Kontaktallergien durch das Alter und 
Geschlecht beeinflußt wird, wird bei der statistischen Auswertung ein besonderes 
Augenmerk auf geschlechts- und altersspezifische Unterschiede gelegt. 
Zum Nachweis der Polymorphismen wird in dieser Studie eine konventionelle 
Polymerasekettenreaktion (PCR) mit anschließender Restriktionsfragmentlängenanalyse 
angewandt. Um die Untersuchung vieler DNA-Proben effektiver durchführen zu können, soll 
darüber hinaus mit der Echtzeit-PCR in Verbindung mit Hybridisationssonden ein neues 
Verfahren zur schnelleren on-line gestützten Mutationsanalyse etabliert werden. 
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3. Material und Methoden 
 
3.1. Patientenkollektiv und Kontrollgruppe 
 
Untersucht wurden die Blutproben von 165 Kaukasiern, die das klinische Bild und eine 
entsprechende Anamnese für eine allergische Kontaktdermatitis aufwiesen und im 
Epikutantest bei der zweiten Ablesung nach 72 Stunden mindestens einfach positiv auf PPD 
reagiert hatten.  
Die Zusammensetzung der Kontrollgruppe, bestehend aus 202 Personen, orientierte sich an 
der Alters- und Geschlechtsverteilung des Patientenkollektivs. Ausschlußkriterien waren eine 
allergische Kontaktdermatitis oder eine atopische Dermatitis. 
 
3.2. Epikutantest 
 
Der Epikutantest (Patch-Test) wurde routinemäßig bei Verdacht auf eine Kontaktallergie 
durchgeführt. Dabei wurden potentielle Allergene (Hermal, Reinbek) in relevanter 
Konzentration und Aufbereitung (evtl. Trägersubstanz) in Testkammern okklusiv auf den 
Rücken der Testperson aufgebracht und mit Pflastern fixiert. Der Applikationsort sollte zum 
Zeitpunkt der Testung eine normale, ekzemfreie Haut aufweisen. Nach 48 Stunden wurden 
die Kammern entfernt und die Hautreaktion sofort und nach weiteren 24 und 120 Stunden 
beurteilt. Die Klassifizierung der Reaktion erfolgte nach den Richtlinien der International 
Contact Dermatitis Research Group (ICDRG) [Wahlberg, 1992] und wurde je nach Stärke 
der Reaktion eingestuft. 
Bewertungsschema: 
- fraglich   : Erythem 
- 1fach positiv (+)  : Erythem, Infiltrat, evtl. diskrete Papeln 
- 2fach positiv (++)  : Erythem, Infiltrat, Papeln, Vesikel 
- 3fach positiv (+++)  : Erythem, Infiltrat, konfluierende Vesikel 
- IR    : irritative Reaktion 
PPD wurde in einer Konzentration von 1% in Vaseline als Trägersubstanz appliziert. Die 
Testung auf  PPD erfolgte routinemäßig als Bestandteil der Standard-Epikutantestreihe. 
Diese beinhaltet die von der Deutschen Kontaktallergie-Gruppe (DKG) ausgewählten 
häufigsten Kontaktallergene in Deutschland und entspricht weitgehend der Europäischen-
Standard-Epikutantestreihe (ESR).  
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3.3. DNA-Extraktion aus Vollblut und Serum 
 
3.3.1. Material 
 
Geräte: 
• Zentrifuge  Typ: Zentrifuge 5417 R (Eppendorf, Hamburg) 
• Vortex-Gerät 
• Wasserbad 
          
Reagenzien:  
• QIAmp blood kit (Qiagen, Hilden) Inhalt: AL-Puffer  
                      AW-Puffer 
AE-Puffer 
• Protease (Qiagen, Hilden)   Konz.: 20 mg/ml    
• Ethanol     Konz.: 96-100%      
  
Sonstiges: 
• QIAmp spin column (Qiagen, Hilden) 
• QIAmp Reaktionsgefäß 2 ml (Qiagen, Hilden) 
• Reaktionsgefäß 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg) 
 
3.3.2. Methode 
 
Das EDTA-Vollblut oder Serum der Patienten und Kontrollpersonen wurde gesammelt, und 
die DNA mit dem QIAmp blood kit (Qiagen, Hilden) nach den Angaben des Herstellers nach 
folgender Methode isoliert: 
200 µl EDTA-Blut oder Serum wurden in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß pipettiert, danach 25 µl 
Protease hinzugefügt. Nach der Zugabe von 200 µl AL-Puffer wurde das Gemisch direkt 
intensiv gemischt und anschließend bei 70˚C für zehn Minuten im Wasserbad inkubiert. 
Danach wurden 210 µl Ethanol hinzugefügt, erneut gemischt und die Lösung auf eine QIAmp 
spin column gegeben, die sich in einem 2 ml-Gefäß befand. Nach Zentrifugation bei 6000 x g 
für eine Minute wurde die QIAmp spin column  in ein neues 2 ml-Gefäß übertragen und das 
andere Gefäß samt Filtrat verworfen. Nach dem vorsichtigen Öffnen der QIAmp spin column 
und der Zugabe von 500 µl  AW-Puffer wurde bei 6000 x g für eine Minute zentrifugiert. Die 
QIAmp spin column wurde erneut in ein 2 ml-Gefäß umgefüllt und diesmal nach der Zugabe 
von 500 ml AW-Puffer bei 14000 rpm für drei Minuten zentrifugiert.  
Danach wurde die QIAmp spin column in ein 1,5 ml Eppendorfgefäß gestellt, und die DNA 
mit 200 µl eines auf 70˚C vorgewärmten AE-Puffers oder destilliertem Wasser eluiert. Nach 
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einer Minute Einwirkzeit wurde dann abermals bei 6000 x g für eine Minute zentrifugiert. Im 
Eluat befand sich die gebrauchsfertige DNA. 
 
3.4. Konventionelle Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
3.4.1. Material  
 
Geräte:  
• Thermocycler  Typ: DNA Thermal Cycler (Perkin Elmer, Weiterstadt) 
 
Reagenzien:  
• Amplifikationsprimer (Polymorphismus: Ala-9Val) 
Vorwärtsprimer (Sense): MnSOD alt F (TIB Molbiol, Berlin) 
          Sequenz:  5`-AGC CCA GCC TGC GTA GAC-3` 
          Konz.:   8 pmol/µl 
    Rückwärtsprimer (Antisense): MnSOD alt R (TIB Molbiol, Berlin) 
          Sequenz:  5`-TAC TTC TCCTCG GTG ACG-3`      
          Konz.:   8 pmol/µl 
• DNA-Polymerase  AmpliTaq DNA-Polymerase (Perkin Elmer, Weiterstadt) 
        Konz.: 5 Units/µl 
• PCR-Puffer    10 x PCR Buffer + 1,5 mM MgCl2  
(Perkin Elmer, Weiterstadt) 
• Desoxynukleosidtriphosphate (dNTP) 
        dATP, dGTP, dCTP, dTTP 
        Konz.: 1,875 mM 
• H2O  
 
Sonstiges:  
• Reaktionsgefäß 1,5 ml (Eppendorf, Hamburg) 
• Reaktionsgefäß mit Schraubverschluß 1,5 ml (Sarstedt, Nürnbrecht) 
• PCR-Tubes MirkroAmp (Perkin Elmer, Weiterstadt) 
• PCR-Caps MirkroAmp (Perkin Elmer, Weiterstadt) 
• PCR-Tray MirkroAmp (Perkin Elmer, Weiterstadt) 
 
3.4.2 Methode 
 
Die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) ist eine Methode zur enzymatischen In-vitro-
Vervielfältigung spezifischer DNA-Abschnitte. Dies gelingt durch sich wiederholende Zyklen, 
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bei denen die Anzahl der DNA-Kopien jeweils verdoppelt wird. Jeder Zyklus besteht aus drei 
Schritten: 
1) Denaturierungsphase: 
Bei einer Temperatur > 92˚C schmilzt der DNA-Doppelstrang und zerfällt in seine 
Einzelstränge 
2) Primer-Anlagerungsphase (Annealing): 
Nach dem Abkühlen auf eine niedrigere Temperatur (37-72˚C) lagern sich zwei 
sequenzspezifische Oligonukleotidprimer an die Zielregion der komplementären DNA-
Stränge und flankieren somit den zu amplifizierenden Bereich. 
3) Kettenverlängerungssphase (Elongation): 
Bei einer Temperatur von 72˚C erfolgt mit Hilfe der DNA-Polymerase und der 
Desoxynukleosidtriphosphate ausgehend von den beiden Primern die Synthese der 
komplimentären DNA-Sequenz. Die neu entstehenden DNA-Doppelstränge sind somit 
Kopien der Zielsequenz. 
In den nachfolgenden Zyklen dienen die neu synthetisierten DNA-Stränge jeweils als neue 
Matrizen. Dies resultiert in einer exponentiellen Amplifikation der DNA-Zielsequenz um 
annähernd 2n (n = Anzahl der Zyklen). Theoretisch entstehen somit nach 35 Zyklen mehr als 
34 x 109 Kopien, die in der Praxis aufgrund einer nicht 100%igen Ausbeute nur annähernd 
erreicht werden. 
In dieser Studie wurden zum Nachweis des Ala-9Val-Polymorphismus Reaktionslösungen 
aus der zu untersuchenden DNA, PCR-Puffer (10x), dNTPs (0,1125 nmol/µl), Vorwärtsprimer 
(0,6 pmol/µl), Rückwärtsprimer (0,6 pmol/µl), 1,5 Units DNA-Polymerase und H2O  mit einem 
Endvolumen von 50µl hergestellt. Diese Lösungen wurden in PCR-Tubes gefüllt und mit 
PCR-Caps verschlossen. Dann wurden die Tubes in den Thermocycler gestellt und die PCR 
nach dem untenstehenden Programm gestartet (s. Tab. 1). 
Bei jeder PCR wurden als Kontrolle gleichzeitig zwei Proben mit bekanntem Ergebnis 
mitamplifiziert. Als Negativkontrolle diente eine Lösung aus den verwendeten chemischen 
Reagenzien ohne DNA-Zusatz zum Nachweis einer möglichen Kontamination der 
Materialien und damit falsch-positiver PCR-Ergebnisse. 
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Tab. 1: PCR-Programm: Ala-9Val 
 
 Temperatur Zeit 
 
Denaturierung 
 
Amplifikation (35 Zyklen) 
Denaturierung 
Anlagerung 
Kettenverlängerung 
 
finale Kettenverlängerung 
 
 
94˚C 
 
 
94˚C 
60˚C 
72˚C 
 
72˚C 
 
9 m 
 
 
30 s 
30 s 
45 s 
 
5 m 
 
 
 
 
3.5. DNA-Elektrophorese 
 
3.5.1. Material 
 
Geräte:  
• Elektrophoresekammer 
• Gelkämme 
• Elektrophorese-Gerät 
• Spannungsgerät E 865 (Consort, Heidelberg)   
• UV-Bank 
• Sofortbildkamera (Polaroid, Rochester) 
 
Reagenzien:   
• LE Agarose (FMC, Rockland, Maine) 
• TAE-Puffer     40 mM Tris 
20 mM Essigsäure 
1 mM EDTA (pH 7,8) 
• Ethidiumbromid (Merck, Darmstadt) Konz.: 1% 
•10fach DNA-Gel-Ladepuffer: Orange G (Sigma, Deisendorf) 
Konz.: 0,25%, gemischt mit  
2,5% Ficoll 400 (Pharmacia, Freiburg) 
• DNA-Molekulargewichtsmarker 50 – 1000 bp (FMC, Rockland, Maine) 
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Sonstiges:   
• Film (Polaroid, Waltham, Massachusetts) 
 
3.5.2. Methode 
 
3.5.2.1. Herstellung des Agarosegels 
 
Zur Herstellung eines 2,2%igen Agarosegels wurden für 100 ml Gel-Lösung  2,2 g Agarose 
mit 100 ml TAE-Puffer vermischt und aufgekocht. Der Nachweis der PCR-
Amplifikationsprodukte nach Anregung durch UV-Licht erfolgte durch den Zusatz von 6 µl 
des in den DNA-Doppelstrang interkalierenden, fluoreszierenden Farbstoffs Ethidiumbromid 
pro 100 ml Gel-Lösung. Anschließend wurde das noch flüssige Gel in eine mit Kämmen 
bestückte Elektrophorese-Kammer gegossen. Nach ca. 20 Minuten war das Gel erstarrt und 
nach Entfernen der Kämme gebrauchsfertig. 
 
3.5.2.2. Elektrophorese der Amplifikationsprodukte auf Agarosegelen 
 
Das Agarosegel wurde in ein Elektrophoresegerät gelegt, das mit TAE-Puffer gefüllt war. 
Jeweils 10 µl der PCR-Amplifikationsprodukte wurden mit 2,5 µl des Ladepuffers versehen 
und anschließend 10 µl dieses Gemisches in eine Tasche des Agarosegels gefüllt. Der 
Ladepuffer diente der Beschwerung und enthielt Farbstoffe, die im elektrischen Feld 
wandern und somit Anhaltspunkte für die Lauflänge gaben. Vergleichsbanden lieferte ein 
DNA-Marker, bestehend aus DNA-Fragmenten bekannter Größe, von dem parallel 10 µl in 
eine Geltasche gefüllt wurden. Während der Elektrophorese bei einer Spannung von 40 V 
wanderten die durch den pH des Puffers negativ geladenen Primer und  
Amplifikationsprodukte  durch das Gel zum positiven Pol (Anode) und wurden entsprechend 
ihrer Größe aufgetrennt. Diese spezifische Bandenbildung konnte unter UV-Licht 
transluminatorisch sichtbar gemacht und durch eine Sofortbildkamera dokumentiert werden. 
Ob die Banden der PCR-Produkte der erwarteten Größe und damit Basenpaaranzahl (246 
bp) entsprachen, wurde durch ihren Vergleich mit den Banden des DNA-
Molekulargewichtsmarkers und der Kontrollproben erreicht. In der Führungsfront des Gels zu 
erkennende schwache Banden wurden durch die Primer oder Primer-Dimere hervorgerufen. 
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3.6. Restriktions-Fragment-Längen-Polymorphismus-Analyse (RFLP-Analyse) 
 
3.6.1. Material 
 
Geräte:  
• Wasserbad 
 
Reagenzien:  
• Restriktionsendonuklease: BsaWI (New England BioLabs, Frankfurt) 
     Quelle: Bacillus stearothermophilus WI 
     Schnittstelle:  5`....A/T▼CCGG  A/T.....3`             
                                  3`....T/A  GGCC▲T/A.....5`  
     Konz.: 5 Units/µl 
• BSA (New England BioLabs, Frankfurt) Konz.: 10 mg/ml 
• Puffer: 10 x NE Buffer 2 (New England BioLabs, Frankfurt) 
• H20 
 
Sonstiges: 
• PCR-Tubes MirkroAmp (Perkin Elmer, Weiterstadt) 
• PCR-Caps MirkroAmp (Perkin Elmer, Weiterstadt) 
• PCR-Tray MirkroAmp (Perkin Elmer, Weiterstadt) 
 
Material für Elektrophorese s.o. 
 
3.6.2. Methode 
 
3.6.2.1. Spezifische Spaltung der PCR-Produkte  
 
Zum Nachweis des Ala-9Val-Polymorphismus wurde in dieser Studie ein Restriktions-
Fragment-Längen-Polymorphismus (RFLP) ausgenutzt. Mittels eines Restriktionsenzyms 
(BsaWI) wurde das PCR-Produkt verdaut und anhand der resultierenden Fragmentlängen 
nach der Elektrophorese der jeweilige Genotyp ermittelt.  
Bei BsaWI handelte es sich um eine bakterielle Restriktionsendonuklease, die in der Lage 
war, die Thymin-Variante (Valin) an einer sequenzspezifischen Schnittstelle zu spalten und 
dabei zwei DNA-Fragmente definierter Größe (164 bp und 82 bp) zu erzeugen. Im 
Gegensatz dazu war bei der Cytosin-Variante (Alanin) diese Restriktionsschnittstelle 
aufgrund des Basenaustauschs nicht vorhanden, so daß hier das PCR-Produkt seine 
Originallänge von 246 Basenpaaren behielt. Lag ein heterozygoter Genotyp vor, wurde die 
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eine Hälfte der PCR-Produkte (Thymin-Variante) gespalten und die andere Hälfte (Cytosin-
Variante) nicht.  
Folgende Methode wurde angewandt: Das PCR-Amplifikationsprodukt (20µl), NE-Puffer 2 
(10x), BSA (1 µg), das Restriktionsenzym (5 Units) und H2O  wurden zu einem Endvolumen 
von 25 µl vermischt und bei 60˚C für 120 Minuten im Wasserbad inkubiert. 
 
3.6.2.2. Elektrophorese der Spaltungsprodukte auf Agarosegelen 
 
Zur Herstellung des 2%igen Agarosegels wurde obiges Schema angewandt. Diesmal 
wurden aber statt Ethidiumbromid 10 µl des empfindlicheren fluoreszierenden Farbstoffs 
Gelstar (FMC, Rockland, Maine) pro 100 ml Gel hinzugefügt. 
Die Elektrophorese wurde mit jeweils 10 µl der Spaltungsprodukte wie oben erwähnt 
durchgeführt. Durch Vergleich der Produktbanden mit den Banden des DNA-Markers und 
der Kontrollproben konnte festgestellt werden, ob bei der jeweiligen Probe das 
Restriktionsenzym die DNA geschnitten und damit DNA-Fragmente definierter Größe 
erzeugt hatte. Dadurch konnte differenziert werden, welcher Genotyp vorlag. 
Zur Qualitätskontrolle wurde im Anschluß eine zufällige Auswahl von zehn Prozent aller 
Proben erneut untersucht und das Ergebnis mit dem zuvor ermittelten verglichen.  
 
 
3.7. Echtzeit-Polymerasekettenreaktion (Online-RT-PCR) 
 
3.7.1. Material 
 
Geräte:  
• LightCycler Instrument (Roche, Basel) 
• Zentrifuge Typ: Zentrifuge 5417 R (Eppendorf, Hamburg) 
 
Reagenzien:   
• LightCycler DNA master mix (Roche, Basel): 
      Inhalt: Taq DNA-Polymerase 
                  Reaktionspuffer 
dNTP (dUTP statt dTTP) 
10 mM MgCl2 
• MgCl2 Konz.: 25 mM 
• Amplifikationsprimer (Polymorphismus: Val-9Ala) 
Vorwärtsprimer: MnSOD alt F (TIB Molbiol, Berlin) 
Sequenz: 5`-AGC CCA GCC TGC GTA GAC- 3` 
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           Konz.: 8 pmol/µl 
Rückwärtsprimer: MnSOD alt R (TIB Molbiol, Berlin) 
Sequenz: 5`-TAC TTC TCC TCG GTG ACG- 3` 
           Konz.: 8 pmol/µl 
• Amplifikationsprimer (Polymorphismus: Ile58Thr) 
Vorwärtsprimer: MnSOD 58 F (TIB Molbiol, Berlin) 
Sequenz: 5`-GCT AGG TCC TTC ATC AGT TGT T-3´ 
Konz.: 20 pmol/µl 
Rückwärtsprimer: MnSOD 58 R (TIB Molbiol, Berlin) 
Sequenz: 5`-GTT CTC CAC CAC CGT TAG GG-3` 
Konz.: 20 pmol/µl 
• Hybridisationssonden (Polymorphismus Val-9Ala) 
Sensor: MnSOD FL (TIB Molbiol, Berlin) 
Sequenz: 5`-CTG GCT CCG GCT TTG GGG TAT-Fluorescein-3´   
           Konz.: 20 pmol/µl 
Anchor: MnSOD LC (TIB Molbiol, Berlin) 
Sequenz: 5`-LC Red 640-TGG GCT CCA GGC AGA AGC ACA G-3´ 
           Konz. : 20 pmol/µl  
• Hybridisationssonden (Polymorphismus Ile58Thr) 
Sensor: Thr 58 FL (TIB Molbiol, Berlin) 
Sequenz: 5`-AGC CCA GAC AGC TCT TCA GC-Fluorescein-3` 
Konz.: 2 pmol/µl 
Anchor: Thr 58 LC (TIB Molbiol, Berlin) 
Sequenz: 5`-LC Red 640-TGC ACT GAA GTT CAA TGG TGG TGG TC p-3`        
  (p = phosphoryliert) 
Konz.: 2 pmol/µl 
• H2O 
 
Sonstiges:  
• Lightcycler-Glaskapillaren (Roche Diagnostics, Mannheim) 
 
3.7.2. Methode 
 
Mit Hilfe der Echtzeit-PCR sollte eine zusätzliche PCR-Methode zur einfachen und schnellen 
Bestimmung der Polymorphismen etabliert werden. 
Die Echtzeit-PCR besteht aus einem Thermal Cycler und einem Fluorimeter. Sie ermöglicht 
eine schnellere Durchführung der PCR, eine simultane qualitative und quantitative 
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Ergebnisdokumentation auf dem PC und neue Möglichkeiten des 
Polymorphismusnachweises. Durch Luft als Medium für den Temperatur-Transfer und 
optimale Reaktionsgefäße können die einzelnen PCR-Zyklen verkürzt und damit die 
gesamte DNA-Amplifikation beschleunigt werden. Darüber hinaus ist  diese Methode anders 
als die RFLP-Analyse unabhängig von Erkennungssequenzen für bakterielle 
Restriktionsenzyme. 
Zum Nachweis der Polymorphismen werden bei dieser Methode Hybridisationssonden 
verwendet. Dabei handelt es sich um zwei Oligonukleotide, die mit Farbstoffen versehen 
sind. Die eine Sonde (Sensor) besitzt an ihrem 3`-Ende Fluorescein, die andere Sonde 
(Anchor) am 5`-Ende LightCycler-Red 640. Die Sonden binden spezifisch im Abstand von 
wenigen Basenpaaren an die komplimentäre DNA-Zielsequenz im Bereich des 
Polymorphismus und gelangen so in eine räumliche Nähe. Aktiviertes Fluorescein emittiert 
energiereiches grünes Licht, das durch die geringe Distanz den Farbstoff LightCycler-Red 
640 zur Emission von rotem Licht anregt (FRET = Fluorescence Resonance Energy 
Transfer) (s. Abb. 4). Die Intensität dieses Lichts ist abhängig von der amplifizierten DNA-
Menge. Das Fluorimeter mißt das Signal, welches durch das integrierte PC-Programm 
quantitativ ausgewertet und graphisch dokumentiert wird. 
Zur genauen Differenzierung der PCR-Produkte wird die Schmelzkurvenanalyse 
durchgeführt. Dabei wird ausgenutzt, daß die Schmelztemperatur doppelsträngiger DNA  
abhängig von der Länge des DNA-Fragments und von ihrem Gehalt an Cytosin und Guanin 
ist. Nach dem letzten PCR-Zyklus werden die Amplifikationsprodukte zunächst bei 95˚C 
denaturiert. Es folgt eine Anlagerungsphase, in der die Sonden bei 40-55˚C optimal an die 
DNA binden können. Danach werden die PCR-Produkte erneut langsam (0,1 bis 0,2˚C/s)  
auf 90-95˚C erhitzt. Durch den letzten Schritt wird die doppelsträngige DNA bei ihrer 
spezifischen Schmelztemperatur in ihre Einzelstränge aufgespalten. Dabei lösen sich die 
Sonden und das Fluoreszenzsignal nimmt rapide ab. Dies ermöglicht durch eine 
mituntersuchte Kontrollprobe die genaue Differenzierung des gewünschten PCR-Produktes 
und dessen Abgrenzung von kleineren, unspezifischen Produkten wie Primer-Dimeren oder 
anderen Amplifikationsartefakten. 
Zur Differenzierung der verschiedenen Genotypen wird das Mismatch-Prinzip ausgenutzt. 
Die Sensor-Sonde ist nämlich nur exakt komplimentär zu einem Polymorphismus-Genotyp. 
Durch den Basentausch bindet sie deswegen nicht optimal an den anderen Genotyp 
(Mismatch), was zur Folge hat, daß sich die Sensor-Sonde bei der Schmelzkurvenanalyse 
von der nicht exakt komplimentären DNA bei einem niedrigeren Schmelzpunkt löst bzw. bei 
einer niedrigeren Temperatur eine rapide Abnahme des emittierten Lichts auftritt. Dadurch 
lassen sich die beiden homozygoten Genotypen voneinander unterscheiden. Der 
heterozygote Genotyp wird dadurch erkannt, daß bei zwei verschiedenen Temperaturen eine 
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rapide Signalabnahme gemessen wird. Eine mathematische Umrechnung der Daten 
ermöglicht eine Darstellung der Ergebnisse als Kurven, deren Maximum den Schmelzpunkt 
(Tm) wiedergibt. Auf diese Weise können die Genotypen leichter voneinander unterschieden 
werden.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 4: Prinzip des Polymorphismusnachweis durch Hybridisationssonden. Die Sonden 
gelangen duch Bindung an komplimentäre DNA-Zielsequenz in räumliche Nähe. Die Sensor-
Sonde aktiviert die Anchor-Sonde. Es folgt eine Messung und Auswertung des emittierten 
Lichts. 
 
Dieses Verfahren wurde in dieser Studie zum Nachweis beider Polymorphismen im MnSOD-
Gen angewandt. Beim Ala-9Val-Polymorphismus sowie beim Ile58Thr-Polymorphismus  
waren die Sonden jeweils direkt komplimetär zum Cytosin-Genotyp (Alanin-Variante bzw. 
Threonin-Variante). 
Es wurden jeweils Reaktionslösungen aus der zu untersuchenden DNA, aus Master-Mix 
(10x), MgCl2 (2 nmol/µl, davon 1 nmol/µl schon aus dem Master-Mix), Primer 1 (4 pmol), 
Primer 2 (4 pmol), Sonde 1 (4 pmol), Sonde 2 (4 pmol) und H2O mit einem Endvolumen von 
20 µl hergestellt. Nach dem Abfüllen dieser Reaktionslösungen  in Glaskapillaren wurden 
diese verschlossen und mit 1000 x g 15 Sekunden lang zentrifugiert. Anschließend wurden 
die Kapillaren in den LightCycler gestellt und das jeweilige Programm gestartet (s. Tab. 2 
und 3). Nach Ablauf des Programms wurden die jeweiligen Genotypen anhand der 
graphischen Darstellung der Schmelzkurvenverläufe differenziert. 
Zur Qualitätskontrolle wurde im Anschluß eine zufällige Auswahl von zehn Prozent aller 
Proben erneut untersucht und das Ergebnis mit dem zuvor ermittelten verglichen. 
 
 
 
 
 
 
 
Primer 
Primer Sensor-Sonde Anchor-Sonde 
Fluorescein LC Red 640 
3‘ 
3‘ 5‘ 
5‘ 
Polymorphismus 
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Tab. 2: LightCycler-Programm für den Ala-9Val-Polymorphismus.  
 
 Temperatur 
(˚C) 
Zeit 
(s) 
Temperaturprofil 
(˚C/s) 
Fluoreszenzmessung 
pro Zyklus 
 
Denaturierung 
 
Amplifikation    
(60 Zyklen) 
Denaturierung 
Anlagerung 
Kettenverlängerung 
 
Schmelzkurve 
Denaturierung 
Anlagerung 
Schmelzen 
 
Abkühlen 
 
 
95 
 
 
 
95 
60 
72 
 
 
95 
40 
80 
 
40 
 
120 
 
 
 
0 
10 
10 
 
 
0 
10 
0 
 
30 
 
20 
 
 
 
20 
20 
20 
 
 
20 
20 
0,1 
 
20 
 
Keine 
 
 
 
Keine 
Einmalig 
Keine 
 
 
Keine 
Keine 
Kontinuierlich 
 
Keine 
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Tab. 3: LightCycler-Programm für den Ile58Thr- Polymorphismus 
 
 Temperatur 
(˚C) 
Zeit 
(s) 
Temperaturprofil 
(˚C/s) 
Fluoreszenzmessung 
pro Zyklus 
 
Denaturierung 
 
Amplifikation    
(70 Zyklen) 
Denaturierung 
Anlagerung 
Kettenverlängerung 
 
Schmelzkurve 
Denaturierung 
Anlagerung 
Schmelzen 
 
Abkühlen 
 
 
95 
 
 
 
95 
58 
72 
 
 
95 
40 
90 
 
40 
 
120 
 
 
 
0 
10 
12 
 
 
0 
10 
0 
 
30 
 
20 
 
 
 
20 
20 
20 
 
 
20 
20 
0,1 
 
20 
 
Keine 
 
 
 
Keine 
Einmalig 
Keine 
 
 
Keine 
Keine 
Kontinuierlich 
 
Keine 
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3.8. Zusammenfassung 
 
 
Die folgende Abbildung zeigt eine Zusammenfassung der Abläufe bis zum 
Polymorphismusnachweis: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 5: Methodenfolge zum Nachweis der Polymorphismen im MnSOD-Gen 
 
 
Blutproben 
 DNA-Extraktion 
RFLP-Analyse 
DNA-Elektrophorese 
Konventionelle PCR 
 Echtzeit-PCR  
 und Polymorphismusnachweis 
 durch Hybridisationssonden 
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3.9. Statistische Methoden 
 
Zur Beurteilung der Geschlechts- und Altersverteilung im Patientenkollektiv und der 
Kontrollgruppe wurde der jeweilige prozentuale Anteil der Männer und Frauen, sowie das 
Durchschnittsalter mit Standardabweichung bestimmt. Zum Vergleich beider Gruppen wurde 
der P-Wert mittels des Fisher`s Exact Test bzw. des Wilcoxon Two-Sample Test berechnet.  
Zur Beurteilung der Genotypenverteilung bei Patienten und Kontrollpersonen wurde das 
Hardy-Weinberg-Equilibrium herangezogen. Zum Nachweis einer Assoziation zwischen 
Polymorphismus und Suszeptibilität wurden die prozentualen Verteilungen der Genotypen 
und Allelfrequenzen, die Odd Ratios (OR), die 95%-Konfidenzintervalle (KI 95%) sowie der 
P-Wert (p) mittels des Fisher`s Exact Tests in der Patienten- und Kontrollgruppe bestimmt 
und miteinander verglichen. Dabei wurden das Alter und das Geschlecht bzw. die 
Kombination beider Faktoren berücksichtigt. Durch ein Regressionsmodell wurde der Einfluß 
einzelner Faktoren wie Alter, Geschlecht und Genotyp weiter untersucht. 
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4. Ergebnisse 
 
4.1. Geschlechts- und Altersverteilung 
 
Untersucht wurde die DNA von 165 kaukasischen Patienten, die im Epikutantest bei der 
zweiten Ablesung nach 72 Stunden mindestens einfach positiv auf PPD reagiert hatten. Von 
den Patienten waren 66,9% Frauen. Das Durchschnittsalter betrug 45,2 Jahre 
(Standardabweichung: 16,9 Jahre). Der jüngste Patient war 11 Jahre und der älteste 96 
Jahre alt. Bei den männlichen Patienten betrug das Durchschnittsalter 44,2 Jahre 
(Standardabweichung: 15,1 Jahre, Minimum 11 und Maximum 84 Jahre). Bei den weiblichen 
Patienten betrug das Durchschnittsalter 45,7 Jahre (Standardabweichung: 17,7 Jahre, 
Minimum 17 und Maximum 96 Jahre) (s. Abb. 6). 
Die Zusammensetzung der Kontrollgruppe, bestehend aus 202 kaukasischen Personen, 
orientierte sich an der Alters- und Geschlechtsverteilung des Patientenkollektivs (s. Abb. 6 
und 7). Von den Kontrollpersonen waren 65,8% Frauen. Das Durchschnittsalter betrug 43,9 
Jahre (Standardabweichung: 15,4 Jahre). Die jüngste Kontrollperson war 12 Jahre und die 
älteste 79 Jahre alt. Bei den männlichen Kontrollpersonen betrug das Durchschnittsalter 41,7 
Jahre (Standardabweichung: 15,6 Jahre, Minimum: 12 und Maximum 70 Jahre). Bei den 
weiblichen Kontrollpersonen betrug das Durchschnittsalter 45,0 Jahre (Standardabweichung: 
15,6 Jahre, Minimum 15 Jahre und Maximum 79 Jahre) (s. Abb.7).  
Wie in Abbildung 6 und 7 zu erkennen, stammten ca. zwei Drittel der Proben von Frauen. 
Das Durchschnittsalter lag bei  40 – 45 Jahren. Bezüglich Alter und Geschlecht lagen keine 
signifikanten Unterschiede zwischen dem Patientenkollektiv und der Kontrollgruppe vor (p = 
0,6541 bzw. p = 0,6874). 
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Abb. 6: Alters- und Geschlechtsverteilung der untersuchten Patienten mit einer allergischen 
Kontaktdermatitis auf PPD  
 
Alters-und Geschlechtsverteilung (Kontrolle)
0
5
10
15
20
25
30
35
0-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-100
Alter
A
nz
ah
l n Männer
Frauen
 
 
Abb. 7: Alters- und Geschlechtsverteilung der untersuchten Kontrollpersonen 
 
 
4.2. Ala-9Val-Polymorphismus 
 
In dieser Studie sollte zur Bestimmung des Ala-9Val-Polymorphismus im MnSOD-Gen der 
Nachweis mittels konventioneller PCR und RFLP-Analyse sowie mittels Echtzeit-PCR und 
Hybridisationssonden etabliert werden. 
Alle 202 Kontrollproben wurden zunächst mit dem konventionellen PCR-Verfahren 
amplifiziert, und anschließend die Polymorphismen an der Position –9 mit der RFLP-Analyse 
im Gelbild nachgewiesen (s. Abb.8).  
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Abb. 8: Agarosegelbild zum Nachweis des Ala-9Val-Polymorphismus im MnSOD-Gen nach 
konventioneller PCR und RFLP-Analyse mit BsaWI. Die für das Thymin-Allel (Valin) 
genotypisch homozygote Probe (TT) zeigte nach enzymatischer Spaltung im Gelbild zwei 
Banden von 164 bp und 82 bp. Die für das Cytosin-Allel (Alanin) genotypisch homozygote 
Probe (CC) behielt aufgrund der fehlenden Restriktionsschnittstelle ihre Originallänge von 
246 Basenpaaren. Lag ein heterozygoter Genotyp C/T (Alanin/Valin) vor, wurde die eine 
Hälfte der PCR-Produkte (Cytosin-Variante) gespalten und die andere Hälfte (Thymin-
Variante) nicht. Im Gelbild fanden sich somit drei Banden (246 bp, 164 bp und 82 bp). Am 
linken Bildrand finden sich die Vergleichsbanden des DNA-Markers. 
 
Nur in einem Fall war keine eindeutige Zuordnung möglich, so daß hier die Ergebnisse von 
201 Kontrollproben präsentiert werden. Bei 108 dieser mittels RFLP-Analyse bereits 
untersuchten Kontrollproben wurde anschließend mittels Echtzeit-PCR und 
Hybridisationssonden eine Schmelzkurvenanalyse durchgeführt. Abbildung 9 (A) zeigt eine 
Darstellung der Schmelzkurven, während Abbildung 9 (B) die ermittelten Schmelzpunkte 
nach mathematischer Umrechnung wiedergibt. Die mit diesem Verfahren ermittelten 
Ergebnisse wiesen eine 98,15%ige Übereinstimmung mit den bereits mittels RFLP-Analyse 
erhobenen Resultaten auf.  
 
 
 
 
 
 
– 246 bp 
 
– 164 bp 
–   82 bp 
1000 bp – 
50 bp – 
    TT       CT   CC 
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A  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 9: Durch Echtzeit-PCR und Hybridisationssonden ermittelte Schmelzkurven (A) und 
Schmelzpunkte (B) für den Ala-9Val-Polymorphismus im MnSOD-Gen: Es sind die 
Ergebnisse für drei verschiedene Proben mit unterschiedlichem Genotyp dargestellt. Die für 
das Thymin-Allel (Valin) genotypisch homozygote Probe (TT) zeigte einen Schmelzpunkt bei 
58ºC +/- 0,5ºC, die für das Cytosin-Allel (Alanin) genotypisch homozygote Probe (CC) einen 
Schmelzpunkt bei 66ºC +/- 0,5ºC und die Probe mit dem heterozygoten Genotyp (CT) zwei 
Schmelzpunkte bei 58ºC +/- 0,5ºC und 66ºC +/- 0,5ºC. 
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Bei den meisten der 165 Patientenproben wurde daraufhin zur Bestimmung des Ala-9Val-
Polymorphismus der Nachweis mittels Echtzeit-PCR und Hybridisationssonden angewandt. 
Bei 157 der 165 DNA-Proben konnte so ein eindeutiges Ergebnis hinsichtlich des 
vorhandenen Allels ermittelt werden. Zur Qualitätskontrolle wurde im Anschluß eine zufällige 
Auswahl von zehn Prozent aller Proben erneut untersucht und das Ergebnis mit dem zuvor 
ermittelten verglichen. Hier zeigte sich eine 100%ige Übereinstimmung. 
Die Tabelle 4 zeigt die Verteilung der Genotypen für den Ala-9Val-Polymorphismus. Die 
Ergebnisse der Patientengruppe wurden bei dieser Auswertung den Ergebnissen der 
Kontrollgruppe gegenübergestellt. Weiterhin erfolgte eine Unterteilung beider Gruppen nach 
Geschlecht und Alter. Dabei wurde einerseits zwischen Männern und Frauen und aufgrund 
des ermittelten Durchschnittsalters von ca. 45 Jahren andererseits zwischen Personen 
unterschieden, die zum Zeitpunkt der Testung jünger bzw. älter als 45 Jahre alt waren. 
Sowohl in der Kontrollgruppe als auch in der Patientengruppe entsprach die Verteilung der 
Genotypen dem Hardy-Weinberg-Equilibrium (P-Wert der Kontrollen: 0,61; P-Wert der 
Patienten: 0,42). Die Gegenüberstellung macht deutlich, daß in der Verteilung der 
Genotypen keine signifikanten Unterschiede zwischen der Kontrollgruppe und der 
Patientengruppe vorlagen (P-Werte > 0,05). In allen Untergruppen zeigte sich jedoch, daß in 
der Patientengruppe verhältnismäßig mehr Personen einen homozygoten Genotyp für das 
Cytosin-Allel (Alanin) aufwiesen als in der  Kontrollgruppe (27,4% vs. 22,9%, OR 1,3). Dies 
galt insbesondere für die Frauen (28,9% vs. 24,1%, OR 1,3) und die Personen, die älter als 
45 Jahre alt waren (26,4% vs. 21,0%, OR 1,3). Der heterozygote Genotyp konnte bei den 
Patienten im Vergleich zur Kontrolle seltener nachgewiesen werden, während der 
homozygote Genotyp für das Thymin-Allel bei beiden Gruppen etwa gleich häufig auftauchte. 
Der homozygote Genotyp für das Cytosin-Allel (Alanin) wurde daraufhin den anderen beiden 
Genotypen gegenübergestellt. Im Fisher`s Exact Test fanden sich dabei keine signifikanten 
Ergebnisse. Es wurde aber auch hier deutlich, daß die größten Unterschiede bei den Frauen 
(P-Wert: 0,3704) und Personen, die älter als 45 Jahre alt sind (P-Wert: 0,4659), vorlagen. 
Weiterhin war ersichtlich, daß weibliche Patienten häufiger einen homozygoten Genotyp für 
das Cytosin-Allel (Alanin) aufwiesen als männliche Patienten (28,9% vs. 24,5%, OR 1,3, P-
Wert: 0,6984). 
In einer weiteren Unterteilung wurde das Geschlecht mit dem Alter verknüpft und somit 
zwischen Frauen respektive Männern unterschieden, die zum Zeitpunkt der Testung jünger 
bzw. älter als 45 Jahre alt waren. Die Ergebnisse sind in Tabelle 5 dargestellt. Auch hier 
konnten keine signifikanten Unterschiede festgestellt werden. Die größten Abweichungen 
zwischen Patienten und Kontrollpersonen ergaben sich bei den Frauen, die zum Zeitpunkt 
der Testung älter als 45 Jahre alt waren. Bei diesen Patientinnen fand sich häufiger ein 
homozygoter Genotyp für das Cytosin-Allel (Alanin) als in der Kontrollgruppe (24,5% vs. 
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17,9%, OR 1,5). Daraufhin wurden auch hier der heterozygote Genotyp und der homozygote 
Genotyp für das Thymin-Allel zusammengefaßt und dem homozygoten Genotyp für das 
Cytosin-Allel gegenübergestellt. Im Fisher`s Exact Test fanden sich keine signifikanten 
Ergebnisse bezüglich der Verteilung der Genotypen zwischen Patienten und 
Kontrollpersonen. Es wurde aber deutlich, daß die größten Unterschiede bei den Frauen 
vorlagen, die zum Zeitpunkt der Testung älter als 45 Jahre alt waren (P-Wert: 0,3608).  
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Tab. 4: Verteilung der MnSOD-Genotypen für den Ala-9Val-Polymorphismus aufgeteilt nach 
Geschlecht und Alter. Es sind jeweils Odds Ratios (OR) und 95%-Konfidenzintervalle (KI 
95%) für Fälle und Kontrollen berechnet. Der P-Wert (p) entspricht dem zweiseitigen P-Wert 
im Fisher`s Exact Test. 
 
 
 
Fälle/Kontrolle 
n 
 
 
Ala/Ala 
Fälle/Kontrolle 
n 
% 
OR (KI 95%) 
p 
Ala/Val 
Fälle/Kontrolle 
n 
% 
OR (KI 95%) 
Val/Val 
Fälle/Kontrolle 
n 
% 
OR (KI 95%) 
 
Gesamt 
 
 
 
 
Frauen 
 
 
 
 
Männer 
 
 
 
 
Alter < 45. LJ 
 
 
 
 
Alter ≥ 45. LJ 
 
 
 
 
 
157 / 201 
 
 
 
 
104 / 133 
 
 
 
 
49 / 68 
 
 
 
 
81 / 101 
 
 
 
 
72 / 100 
 
 
 
 
43 / 46 
27,4 / 22,9 
1,3 (0,8-2,1) 
0,3885 
 
30 / 32 
28,9 / 24,1 
1,3 (0,7-2,3) 
0,3704 
 
12 / 15 
24,5 / 22,1 
1,1 (0,5-2,7) 
0,8255 
 
23 / 26 
28,4 / 25,7 
1,1 (0,6-2,1) 
0,6142 
 
19 / 21 
26,4 / 21,0 
1,3 (0,7-2,8) 
0,4659 
 
73 / 104 
46,5 / 51,7 
0,8 (0,5-1,2) 
 
 
45 / 65 
43,3 / 48,8 
0,8 (0,5-1,3) 
 
 
26 / 38 
53,1 / 55,9 
0,9 (0,4-1,9) 
 
 
41 / 52 
50,6 / 51,5 
1,0 (0,5-1,7) 
 
 
30 / 51 
41,7 / 51,0 
0,7 (0,4-1,3) 
 
 
41 / 51 
26,1 / 25,4 
1,0 (0,6-1,7) 
 
 
29 / 36 
27,9 / 27,1 
1,0 (0,6-1,9) 
 
 
11 / 15 
22,5 / 22,1 
1,0 (0,4-2,5) 
 
 
17 / 23 
21,0 / 22,8 
0,9 (0,4-1,8) 
 
 
23 / 28 
31,9 / 28,0 
1,2 (0,6-2,3) 
 
 
 4. Ergebnisse 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 43  
Tab. 5: Verteilung der MnSOD-Genotypen für den Ala-9Val-Polymorphismus nach 
Kombination von Alter und Geschlecht. Es sind jeweils Odds Ratios (OR) und 95%-
Konfidenzintervalle (KI 95%) für Fälle und Kontrollen berechnet. Der P-Wert (p) entspricht 
dem  zweiseitigen P-Wert im Fisher`s Exact Test. 
 
 
 
Fälle/Kontrolle 
n 
 
 
Ala/Ala 
Fälle/Kontrolle 
n 
% 
OR (KI 95%) 
p 
Ala/Val 
Fälle/Kontrolle 
n 
% 
OR (KI 95%) 
Val/Val 
Fälle/Kontrolle 
n 
% 
OR (KI 95%) 
 
Frauen  
  < 45. LJ 
   
 
 
 
  ≥ 45. LJ 
 
 
 
 
Männer  
  < 45. LJ 
 
 
 
 
  ≥ 45. LJ 
 
 
 
 
 
 
55 / 66 
 
 
 
 
49 / 67 
 
 
 
 
 
26 / 35 
 
 
 
 
23 / 33 
 
 
 
 
 
18 / 20 
32,7 / 30,3 
1,1 (0,5-2,4) 
0,8434 
 
12 / 12 
24,5 / 17,9 
1,5 (0,6-3,7) 
0,3608 
 
 
5 / 6 
19,2 / 17,1 
1,2 (0,3-4,3) 
0,7461 
 
7 / 9 
30,4 / 27,3 
1,2 (0,4-3,8) 
1,0000 
 
 
25 / 31 
45,5 / 47,0 
0,9 (0,4-1,9) 
 
 
20 / 34 
40,8 / 50,7 
0,7 (0,3-1,4) 
 
 
 
16 / 21 
61,5 / 60,0 
1,1 (0,4-3,0) 
 
 
10 / 17 
43,5 / 51,5 
0,7 (0,2-2,1) 
 
 
 
12 / 15 
21,8 / 22,7 
0,9 (0,4-2,2) 
 
 
17 / 21 
34,7 / 31,3 
1,2 (2,5-0,5) 
 
 
 
5 / 8 
19,2 / 22,9 
0,8 (0,2-2,8) 
 
 
6 / 7 
26,0 / 21,2 
1,3 (0,3-4,5) 
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Auch in einem Regressionsmodell zeigte sich kein Anhalt für den besonderen Einfluß eines 
der untersuchten Faktoren (s. Tab. 6). 
 
Tab. 6: Regressionsmodell 
A 
Maximum-Likelihood-Schätzung 
Parameter  DF Schätzung 
Standard- 
fehler 
Wald 
Chi-Square Pr > Chi-Square 
Konstante  1 -0.4584 0.3203 2.0476 0.1524 
MnSOD Val/Val 1 -0.0146 0.1666 0.0077 0.9301 
MnSOD Ala/Val 1 -0.1352 0.1440 0.8817 0.3477 
Alter  1 0.00468 0.00668 0.4902 0.4838 
Geschlecht weiblich 1 0.0283 0.1151 0.0603 0.8060 
 
B 
Odds-Ratio-Schätzung 
Effekt Punktschätzung 
95% Wald 
Konfidenzintervalle 
MnSOD: Val/Val vs. Ala/Ala 0.848 0.470 1.530 
MnSOD: Ala/Val vs. Val/Val 0.752 0.448 1.261 
Alter 1.005 0.992 1.018 
Geschlecht: weiblich vs männlich 1.058 0.674 1.662 
 
 
Die Tabelle 7 zeigt die Verteilung der Allelfrequenzen für den Ala-9Val-Polymorphismus. Das 
Cytosin-Allel (Alanin) wurde dem Thymin-Allel (Valin) gegenübergestellt und die Ergebnisse 
der Patientengruppe mit den Ergebnissen der Kontrollgruppe verglichen. Entsprechend der 
Genotyp-Verteilung wurden Untergruppen gebildet, welche die Personen nach Geschlecht 
und Alter unterschieden bzw. das Alter mit dem Geschlecht kombinierten. 
Die Gegenüberstellung macht deutlich, daß in der Verteilung der Allelfrequenzen keine 
signifikanten Unterschiede zwischen Kontrollgruppe und Patientengruppe nachgewiesen 
werden konnten (P-Werte > 0,05). Bei beiden Gruppen fanden sich die zwei 
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unterschiedlichen Allele zu jeweils ca. 50% in den untersuchten Chromosomen. Dabei 
entsprach die Cytosin-Allelfrequenz (Alanin) in der Patientengruppe weitgehend der Cytosin-
Allelfrequenz in der Kontrollgruppe (50,6% vs. 48,8%). Ähnliches ergab sich 
dementsprechend für die Thymin-Allelfrequenz (49,4% vs. 51,2%). Auch in den 
Untergruppen konnten für die Verteilung der Allelfrequenzen keine signifikanten 
Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen nachgewiesen werden. 
 
Tab. 7: Verteilung der Ala/Val-Allelfrequenzen für den Ala-9Val-Polymorphismus im MnSOD-
Gen für Fälle und Kontrollen. Unterscheidung nach Alter und Geschlecht. Kombination von 
Alter und Geschlecht.  
 
 Allelfrequenz 
C (Ala) 
Fälle / Kontrolle 
% 
Allelfrequenz 
T (Val) 
Fälle / Kontrolle 
% 
 
Gesamt 
 
Frauen 
 
Männer 
 
Alter < 45. LJ 
 
Alter ≥ 45. LJ 
 
Frauen  
  < 45. LJ 
   
  ≥ 45. LJ 
 
Männer  
  < 45. LJ 
   
  ≥ 45. LJ 
 
 
50,6 / 48,8 
 
50,5 / 48,5 
 
51,0 / 50,0 
 
53,7 / 51,5 
 
47,2 / 46,5 
 
 
55,5 / 53,8 
 
44,9 / 43,3 
 
 
50,0 / 47,1 
 
52,2 / 53,0 
 
 
49,4 / 51,2 
 
49,5 / 51,5 
 
49,0 / 50,0 
 
46,3 / 48,5 
 
52,7 / 53,5 
 
 
44,5 / 46,2 
 
55,1 / 56,7 
 
 
50,0 / 52,9 
 
47,8 / 47,0 
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4.2. Ile58Thr-Polymorphismus 
 
Neben dem genetischen Polymorphismus in der Signalsequenz sollte die Bedeutung eines 
weiteren genetischen Polymorphismus im MnSOD-Gen untersucht werden. Aus diesem 
Grund wurden insgesamt 135 Patientenproben mit der Echzeit-PCR auf den Ile58Thr-
Polymorphismus überprüft. 
Abbildung 10 (A) zeigt eine Darstellung der Schmelzkurven, während Abbildung 10 (B) den 
ermittelten Schmelzpunkt nach mathematischer Umrechnung wiedergibt. Die verwendeten 
Sonden waren exakt komplimentär zur Cytosin-Variante (Threonin). Bei der 
Schmelzkurvenanalyse lösten sich deswegen bei der Thymin-Variante (Isoleucin) die 
Sonden bei einem potentiell niedrigeren Schmelzpunkt (T1 = 57°C +/- 0,5°C ). 
Eindeutige Ergebnisse wurden bei 122 Proben erzielt. Diese wiesen ausnahmslos einen für 
die Thymin-Variante (Isoleucin) homozygoten Genotyp auf. Bei keinem der Patienten konnte 
die Cytosin-Variante (Threonin), die zur Synthese der thermolabileren Enzymvariante mit 
verminderter Aktivität führt, nachgewiesen werden. Daraus wurde geschlossen, daß dieser 
Polymorphismus – wie auch andere Studien zeigen - sehr selten ist. Eine statistische 
Auswertung ist somit in dieser Studie nicht möglich. 
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B 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 10: Schmelzkurven (A) und Schmelzpunkte (B) für den Ile58Thr-Polymorphismus im 
MnSOD-Gen: Es sind die Ergebnisse einer für das Thymin-Allel (Isoleucin) genotypisch 
homozygoten Probe (TT) dargestellt. Der Schmelzpunkt liegt bei 57°C +/- 0,5°C. 
Genotypisch heterozygote Proben (CT) oder für das Cytosin-Allel (Threonin) genotypisch 
homozygote Proben (CC) wurden nicht gefunden. 
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5. Diskussion 
 
Die allergische Kontaktdermatitis stellt eine klinische Manifestation der Kontaktallergie dar 
und gehört somit zu den spezifischen, erworbenen Abwehrreaktionen des Immunsystems 
gegenüber körperfremden, eigentlich unschädlichen Substanzen, sogenannten Allergenen. 
Nach Gell und Coombs wird die allergische Kontaktdermatitis zu den zellulär vermittelten 
TypIV-Hypersensitivitätsreaktionen gezählt [Coombs und Gell, 1963]. Nach Penetration der 
Haut und Prozessierung durch Langerhanszellen sind die Kontaktallergene in der Lage, T-
Lymphozyten spezifisch zu sensibilisieren. Bei einem erneuten Allergenkontakt proliferieren 
diese und rufen nach ein bis drei Tagen eine lokale, zytokinvermittelte Entzündungsreaktion 
der Haut hervor. Als Auslöser kommt eine Vielzahl von Xenobiotika in Betracht, denen der 
Mensch duch ihre ubiquitäre Nutzung und Verbreitung oder z. B. berufliche Exposition 
unausweichlich ausgesetzt ist. Zu den häufigsten Kontaktallergenen zählen Metalle, 
Duftstoffe, Konservierungsstoffe, Pflanzen oder Farbstoffe. Die vorliegende Studie 
beschäftigte sich mit dem Kontaktallergen para-Phenylendiamin (PPD), einer 
Ausgangssubstanz bei der Herstellung von Farbstoffen. Wichtige Merkmale dieser Substanz 
sind ihr hohes Sensibilisierungspotential und ihre weltweite Verbreitung, was sie zu einem 
idealen Modell auch für andere Kontaktallergene macht. 
Trotz intensiver Forschung ist die genaue Pathogenese der allergischen Kontaktdermatitis 
noch nicht vollständig verstanden. Man geht davon aus, daß es sich um eine multifaktorielle 
Erkrankung handelt, die sowohl durch exogene als auch endogene Faktoren beeinflußt wird. 
Das individuelle Erkrankungsrisiko schwankt beträchtlich innerhalb der Bevölkerung. Dies 
wird als interindividuelle Variabilität oder individuelle Krankheitssuszeptibilität bezeichnet. 
Warum bestimmte Individuen durch Hautkontakt mit einem Allergen eine Sensibilisierung 
entwickeln, während andere trotz jahrelanger Exposition verschont bleiben, ist dabei noch 
ungeklärt. Es gilt als gesichert, daß für diese erhöhte Suszeptibilität neben Umweltfaktoren 
auch genetische Faktoren verantwortlich sind. Mit dieser Thematik beschäftigt sich die 
molekulare Epidemiologie. Ziel dieses Forschungsgebietes ist es, die Ursachen für das 
individuelle Erkrankungsrisiko zu verstehen und entsprechende Präventionsmaßnahmen zu 
entwickeln. Hierbei konzentriert sich die Forschung besonders auf Gene mit niedriger 
Penetranz, die häufig in der Bevölkerung vorkommen und möglicherweise eine große 
Bedeutung für die individuelle Variabilität und Suszeptibilität gegenüber allergenen 
Substanzen besitzen. In diesen Genen finden sich häufig Polymorphismen. Dabei handelt es 
sich um Genvarianten, die mit einer Mindesthäufigkeit von 1% in einer Population 
vorkommen und für etwa 90% der interindividuellen Variabilität beim Menschen 
verantwortlich gemacht werden [Collins et al., 1998]. In der Regel liegen diesen 
Veränderungen in der DNA-Sequenz Punktmutationen zugrunde. Sie entstehen durch die 
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Substitution, Insertion oder Deletion meist eines einzigen Basenpaares, weswegen diese 
Mutationen im englischen Sprachgebrauch auch „Single Nucleotide Polymorphisms (SNPs)“ 
genannt werden. Durch strukturelle Mutationen in den kodierenden Genabschnitten (Exons) 
kommt es zu qualitativen Änderungen der kodierten Proteinstruktur durch 
Aminosäuresubstitution, durch Veränderung des Leserasters bei der Translation oder durch 
einen vorzeitigen Abbruch der Proteinsynthese, sei es aufgrund einer Deletion oder der 
frühzeitigen Einführung eines Abbruchcodons. Dadurch kann es zu einer Beeinträchtigung 
der Proteinfunktion kommen. Die zumeist in der Promotorregion liegenden regulatorischen 
Mutationen beeinflussen die Genexpression und führen so zu quantitativen Änderungen der 
Proteinsynthese. Es ist also denkbar, daß diese Polymorphismen durch ihre Wirkung auf die 
Struktur oder Synthese der im jeweiligen DNA-Bereich kodierten Proteine das individuelle 
Erkrankungsrisiko beeinflussen können. Für einige Hauterkrankungen wie die atopische 
Dermatitis [Cox et al., 1998], die Psoriasis [Asadullah et al., 2001] und für maligne 
Hauttumoren [Lear et al., 2000] konnte ein solcher Zusammenhang bereits aufgezeigt 
werden. 
Wie bei den durch exogene Kanzerogene ausgelösten Krebserkrankungen handelt es sich 
bei der allergischen Kontaktdermatitis auch um eine Auseinandersetzung des Körpers mit 
von außen zugeführten Fremdstoffen. Möglicherweise spielen bei beiden Erkrankungen 
Polymorphismen in den Genen für Fremdstoff-metabolisierende Enzyme eine wichtige Rolle. 
So konnte bereits durch molekularepidemiologische Studien ein Zusammenhang zwischen 
einem erhöhten individuellen Risiko für Lungenkrebs und genetischen Polymorphismen in 
den Genen für Cytochrom-P450-(CYP)-Enzyme [Nakachi et al., 1991; Ichiba et al., 1994] 
Glutathion-S-Transferasen (GST) [Seidegard et al., 1986; Ketterer et al., 1992; Rebbeck, 
1997; Bennett et al., 1999] und N-Acetyltransferasen (NAT) [Wikman et al., 2001] aufgezeigt 
werden. Daß Fremdstoff-metabolisierende Enzyme auch bei der Entstehung einer 
allergischen Kontaktdermatitis beteiligt sein könnten, war Gegenstand einer Vielzahl von 
Studien. Eine zentrale Stellung nimmt dabei das Prohapten-Konzept ein, das auf einer 
Theorie von Landsteiner aus dem Jahre 1936 beruht [Landsteiner und Jacobs, 1936]. Dieses 
Konzept geht davon aus, daß einige kleinmolekulare Kontaktallergene wie der Farbstoff PPD 
sogenannte Prohaptene sind, die nach Penetration der Haut erst durch verschiedene 
Metabolisierungsprozesse in reaktive Haptene umgewandelt werden müssen [Basketter et 
al., 1995]. Diese Haptene gehen dann eine Verbindung mit einem Trägerprotein ein, 
wodurch sie eine Antigenwirkung entfalten. Dabei handelt es sich in den meisten Fällen um 
eine kovalente Bindung zwischen einem elektrophilen Hapten und einem nukleophilen 
Protein. Erst dieser Komplex wird in der Regel von epidermalen Langerhanszellen 
aufgenommen, prozessiert und in den regionalen Lymphknoten naiven T-Lymphozyten 
präsentiert, wodurch diese aktiviert werden. Dieses Konzept gilt sowohl für die 
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Sensibilisierungsphase als auch für die Auslösephase. Hinweise hierfür lieferte eine Studie 
von Dupuis, die sich mit der in Nordamerika häufigen Kontaktallergie auf die Substanz 
Urushiol (Poison Ivy) beschäftigte. Bei Urushiol handelt es sich um ein 3-n-
Pentadecylcatechol, das in den in Nordamerika beheimateten Efeupflanzen (Rhus radicans) 
vorkommt. Es konnte gezeigt werden, daß Urushiol-Proteinverbindungen in vitro eine 
Proliferation von Lymphozyten auslösen, die zuvor bei sensibilisierten Patienten entnommen 
worden waren [Dupuis, 1979]. Dies deutet darauf hin, daß Urushiol zumindest in der 
Auslösephase kovalente Bindungen mit Proteinen eingeht und dadurch erst zu einem 
Hapten wird. 
Bei der Metabolisierung von Xenobiotika kommt es zunächst überwiegend zu Oxidationen, 
die in der Regel durch mikrosomale CYP-Enzyme katalysiert werden [Gonzalez, 1992]. In 
der Haut werden diese Monooxygenasen von Keratinozyten und dendritischen Zellen 
exprimiert [Sieben et al., 1999; Baron et al., 2001]. Sie katalysieren die Übertragung eines 
Sauerstoffatoms auf ein Substrat unter Bildung von Wasser. Durch diese Biotransformation 
werden Fremdstoffe vom Körper in der Regel detoxifiziert und eliminiert. Es können jedoch 
auch aktive Verbindungen entstehen [Guengerich und Liebler, 1985], die durch Bindung an 
Proteine oder DNA eine toxische oder immunogene Wirkung entfalten. 
Eine Beteiligung der CYP-Enzyme an der Kontaktallergie konnte bereits in mehreren In-vitro-
Studien aufgezeigt werden. Hierbei konzentrierte sich die Forschung auf die Auslösephase 
nach bereits erfolgter Sensibilisierung. So konnte bei der Kontaktallergie auf Dexpanthenol 
anhand eines Lymphozytentransformationstests (LTT) nachgewiesen werden, daß die 
zusätzliche Gabe von modifizierten, CYP-reichen, murinen Lebermikrosomen die 
Lymphozytenproliferation erheblich verstärkt [Hahn et al., 1993]. Ähnliches gilt auch für 
Duftstoffe wie Eugenol und Isoeugenol, die nach Nickelsulfat mittlerweile die zweithäufigsten 
Kontaktallergene darstellen. So konnte von Sieben und Kollegen gezeigt werden, daß die 
Proliferation spezifischer T-Zellen im LTT nach Inkubation mit den entsprechenden 
Duftstoffen in Anwesenheit von CYP-Enzymen deutlich stärker ausfiel [Sieben et al., 2002]. 
Dies legt nahe, daß eine metabolische Aktivierung von Dexpanthenol, Eugenol und 
Isoeugenol durch CYP-Enzyme zumindest in der  Auslösungsphase einer Kontaktallergie 
beteiligt sein könnte. 
Auch für PPD scheint das Prohapten-Konzept zuzutreffen. In-vitro-Studien von Krasteva und 
Kollegen zeigen, daß nicht PPD, sondern nur sein Oxidationsprodukt N,N’-bis(4-
Aminophenol)-2,5-diamino-1,4-chinon-diimin (Bandrowskis Base) in der Lage ist, bei 
Patienten mit einer Allergie auf PPD die Proliferation spezifischer T-Lymphozyten zu 
aktivieren [Krasteva et al., 1993; Krasteva et al., 1996]. Daraus schlossen die Autoren, daß 
nicht PPD, sondern BB das wahre Hapten darstellt. Andere Autoren favorisieren in diesem 
Zusammenhang Benzochinondiimin oder Benzochinon, ebenfalls Oxidationsprodukte von 
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PPD [Blohm und Rajka, 1970; Reiss und Fisher, 1974]. Das Prohapten-Konzept ist aber 
nicht unumstritten. So konnte nämlich von Sieben und Kollegen gezeigt werden, daß PPD 
selbst anscheinend sehr wohl in der Lage ist, PPD-spezifische T-Lymphozyten zu aktivieren 
[Sieben et al., 2002]. 
Dennoch deuten diese Studien darauf hin, daß kutane Metabolisierungsprozesse an der 
Sensibilisierung und Auslösung einer Kontaktdermatitis durch PPD beteiligt sind. Diese 
Prozesse finden in den Keratinozyten der Epidermis oder aber auch in den Langerhanszellen 
vor der Antigenpräsentation in den Lymphknoten statt. Es ist vorstellbar, daß PPD nicht nur 
auf diese Weise aktiviert wird, sondern auch durch solche Vorgänge detoxifiziert werden 
kann. Kawakubo und Kollegen fanden heraus, daß PPD in der Haut und in Keratinozyten 
durch das Enzym N-Acetyltransferase 1 (NAT1) zu Monoacetyl-PPD und zu Diacetyl-PPD 
umgewandelt wird [Kawakubo et al., 2000]. Durch einen Lymphozytentransformationstest 
(LTT) konnte gezeigt werden, daß diese Acetylierungsprodukte nur selten in der Lage sind 
spezifische T-Zellen zu aktivieren [Sieben et al., 2001]. Dies deutet darauf hin, daß die N-
Acetylierung zu einer Detoxifikation von PPD beitragen könnte. Diese Ergebnisse werden 
durch eine ältere Studie mit neun PPD-Allergikern bestätigt, die zeigte, daß eine 
phänotypisch langsame N-Acetylierung scheinbar das Risiko für eine Sensibilisierung erhöht 
[Kawakubo et al., 1997]. Da die Acetylierungsgeschwindigkeit von genetischen 
Polymorphismen beeinflußt wird, wurden entsprechende molekularepidemiologische Studien 
bei PPD-Patienten durchgeführt. Von Westphal und Kollegen konnte dadurch eine 
Assoziation zwischen einem erhöhten Erkrankungsrisiko und Polymorphismen im Gen für 
NAT2 (NAT2*4) aufgezeigt werden [Westphal et al., 2000]. Da dieser Polymorphismus für 
eine schnelle Acetylierung verantwortlich gemacht wird, konnten hierdurch die bereits 
erwähnten Theorien nicht weiter untermauert werden. Für Polymorphismen im NAT1-Gen 
konnten in dieser Studie keine eindeutigen Assoziationen aufgezeigt werden. Dies gelang 
jedoch für einen Polymorphismus im Gen für das Zytokin Tumornekrosefaktor α (TNF α) bei 
polysensibilisierten Personen mit einer Kontaktallergie auf Paraaminoverbindungen wie PPD 
sowie einer zusätzlichen Kontaktallergie auf mindestens eine weitere strukturell nicht 
verwandte Substanz. Hier konnte im Vergleich zu einer Kontrollgruppe der TNFA-308*2 
Polymorphismus häufiger nachgewiesen werden. Dieser Polymorphismus befindet sich in 
der Promotorregion des TNFα-Gens und führt zu einer vermehrten Transkription und somit 
zu einer vermehrten Synthese von TNF α. Dies könnte nach Meinung der Autoren die 
verstärkte Entzündungsreaktion und erhöhte Sensibilisierungsneigung bei den betroffenen 
Personen erklären [Westphal et al., 2003]. 
In der vorliegenden Studie wurde die Prävalenz von Polymorphismen im Gen für das Enzym 
Mangansuperoxiddismutase (MnSOD) bei Patienten mit einer allergischen Kontaktdermatitis 
auf PPD untersucht. Dieses mitochondriale Enzym ist in der Lage, oxidativen Streß zu 
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reduzieren. Es wurde ausgewählt, da bei der Metabolisierung von Xenobiotika als 
Nebenprodukt häufig reaktive Sauerstoffverbindungen gebildet werden und dies auch für 
PPD nachgewiesen werden konnte. So zeigen In-vitro-Studien von Munday, daß bei der 
Autooxidation von N,N,N’,N’-Tetramethyl-Paraphenylendiamin (TMPD), einem Derivat von 
PPD, oxidativer Streß bestehend aus Wasserstoffperoxid, Superoxidradikalen und 
Hydroxylradikalen entsteht. Diese Vorgänge wurden hauptsächlich in den Mitochondrien 
gemessen [Munday, 1988; Munday, 1992]. Einen indirekten Beleg dafür, daß PPD in der 
Haut oxidativen Streß hervorruft, lieferten Mathur und Kollegen, die eine vermehrte 
Lipidperoxidation nach kutaner PPD-Exposition nachweisen konnten [Mathur et al., 1992]. 
Noch nicht veröffentliche Ergebnisse von Mikroarray-Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe 
zeigen, daß nach Exposition mit PPD die mRNA-Expression von Glutathionperoxidasen in 
Keratinozyten ansteigt. Dies könnte als Schutzmechanismus der Zellen gegenüber reaktiven 
Sauerstoffverbindungen gewertet werden. In-vitro-Studien von Picardo und Kollegen zeigten, 
daß durch die Zugabe von PPD Keratinozyten proliferieren, Adhäsionsmoleküle (ICAM-1) 
ausbilden und oxidative Zellschäden durch Lipidperoxidation entstehen. Diese Effekte 
konnten durch antioxidative Enzyme wie MnSOD und Katalase abgeschwächt werden. 
Daher gehen die Autoren davon aus, daß bei der Autooxidation von PPD zu Benzochinon in 
der Haut oxidativer Streß in Form von Superoxidradikalen und Wasserstoffperoxid entsteht, 
und daß dieser an der präimmunologischen Phase der Sensibilisierung möglicherweise 
maßgeblich beteiligt ist. [Picardo et al., 1992; Picardo et al., 1996]. Auch Little und Kollegen 
zeigten einen möglichen Zusammenhang zwischen Kontaktallergenen, Wasserstoffperoxid 
und einer erhöhten ICAM-1 Expression in Keratinozyten auf [Little et al., 1998]. 
Für einige Prohaptene gilt, daß sie keine kovalenten Bindungen mit Trägerproteinen 
eingehen können. Vielmehr ist bekannt, daß Kontaktallergene wie Mono- und 
Dihydroalkylbenzen oder Limonen-2-Hydroperoxid in der Haut durch oxidativen Streß in freie 
Radikale umgewandelt werden. Erst dadurch werden sie zu Haptenen, die mit Proteinen 
reagieren können und so eine immunogene Wirkung erhalten [Schmidt et al., 1990; Gafvert 
et al., 2002]. Dies gilt auch für photoallergische Reaktionen und die medikamenteninduzierte 
Photosensibilisierung. Bei diesen Erkrankungen geht man davon aus, daß UV-Licht in der 
Haut oxidativen Streß erzeugt, und daß dieser harmlose Xenobiotika in reaktive Haptene 
umwandelt [Boh, 1996]. Möglicherweise wird PPD auf eine ähnliche Weise durch oxidativen 
Streß aktiviert. Bei PPD ist jedoch auch die Ausbildung einer kovalenten Haptenbindung 
vorstellbar, da es elektrophile Anteile besitzt. 
Oxidativer Streß ist darüber hinaus auch bei der Entstehung und Verstärkung der kutanen 
Entzündungsreaktion beteiligt. Durch einen erhöhten Sauerstoffverbrauch (respiratory burst) 
synthetisieren und sezernieren aktivierte Granulozyten und Makrophagen reaktive 
Sauerstoffverbindungen, die in der Haut Zellschäden verursachen [Fantone und Ward, 
 5. Diskussion 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 53  
1982]. Diese Auswirkung läßt sich für viele entzündliche Hautkrankheiten nachweisen. Dazu 
zählen unter anderem die Dermatitis solaris, die Psoriasis, Vaskulitiden und Kollagenosen 
wie der systemische Lupus erythematodes, die progressive systemische Sklerodermie oder 
die Dermatomyositis [Boh, 1996]. Auch bei der allergischen Kontaktdermatitis finden sich 
zahlreiche Entzündungszellen, die in der Haut oxidativen Streß hervorrufen. So wurde 
nachgewiesen, daß die Leukozyten von Patienten mit einer Zementdermatitis erhöhte Level 
für Superoxidradikale, Wasserstoffperoxid und Hydroxylradikale aufweisen. Eine fehlende 
kompensatorische Erhöhung der SOD-Aktivität bei diesen Patienten kann dabei als 
mangelhafter Schutz gegenüber oxidativem Streß interpretiert werden [Miyachi et al., 1985]. 
Ein Zusammenhang zwischen entzündlich bedingtem oxidativen Streß und der Exposition 
mit Kontaktallergenen wurde auch für die Substanzen Trinitrochlorobenzen und Nickel 
beobachtet [Sharkey et al., 1991; Senaldi et al., 1994].  
Die dargestellten Studienergebnisse und damit der aktuelle Stand der Forschung legen 
nahe, daß oxidativer Streß bei der Entstehung und beim Wiederaufflammen einer 
allergischen Kontaktdermatitis beteiligt sein könnte. Als Schutz gegen diese reaktiven 
Sauerstoffradikale dienen der Haut vor allem antioxidative Enzyme. Genetische 
Polymorphismen könnten somit eine wichtige Rolle in der individuellen Suszeptibilität für die 
Entwicklung dieser Erkrankung einnehmen. Daher beschäftigte sich die vorliegende Studie 
mit Polymorphismen im Gen für das antioxidative Enzym MnSOD bei Patienten mit einer 
allergischen Kontaktdermatitis auf PPD. 
 
Der Ala-9Val-Polymorphismus im Exon 2 liegt im Bereich der Signalsequenz der MnSOD 
und besteht aus einem Austausch der Base Cytosin durch Thymin (GCT → GTT) an der 
Nukleotidposition 47. Die Signalsequenz ist für die korrekte Adressierung des Enzyms 
eminent wichtig. Nur mit ihrer Hilfe kann die im Zytosol synthetisierte MnSOD in die 
Mitochondrien gelangen und dort ihre Funktion erfüllen. Die Internalisierung des Enzyms 
gelingt durch die Bindung der Sequenz an spezifische Rezeptoren auf der inneren und 
äußeren Mitochondrienmembran [Ryan und Jensen, 1995]. Im Anschluß an diesen Vorgang 
wird in den Mitochondrien die Signalsequenz durch eine Peptidase von dem akiven Enzym 
abgespalten [Wispe et al., 1989]. Der Polymorphismus führt im Protein zu einem Austausch 
der Aminosäure Alanin gegen Valin an der Position -9, was nach Chou und Fasman eine 
Veränderung der Sekundärstruktur zur Folge hat. Aus einer α-helicalen Struktur wird ein β-
Faltblatt [Chou und Fasman, 1974]. Nach Studien von Horwich und Lemire ist aber gerade 
diese α-helicale Struktur im Bereich der Signalsequenz für einen korrekten Import in die 
Mitochondrien essentiell [Horwich et al., 1986; Lemire et al., 1989]. Daher vermuten 
Rosenblum und Kollegen, daß aufgrund der veränderten Signalsequenz der intrazelluläre 
Transport der MnSOD in die Mitochondrien gestört wird oder durch eine gestörte Abspaltung 
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der Signalsequenz die MnSOD-Funktion gehemmt wird. Beides könnte bei der Valin-
Variante der Auslöser für eine insuffiziente antioxidative MnSOD-Wirkung und damit von 
Erkrankungen bedingt durch oxidativen Streß sein [Rosenblum et al., 1996]. So zeigen 
molekularepidemiologische Studien einen Zusammenhang zwischen der Valin-Variante und 
dem Auftreten von Erkrankungen wie Lungenkrebs [Wang et al., 2001], der idiopathischen 
dilatativen Kardiomyopathie [Hiroi et al., 1999] und der sporadischen Form von ALS 
[Tomblyn et al., 1998] oder der Ausbildung von Spätdyskinesien bei Schizophrenie-Patienten 
[Hori et al., 2000] auf.  
In der vorliegenden Studie wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem 
Vorkommen des Ala-9Val-Polymorphismus und der allergischen Kontaktdermatitis auf PPD 
aufgezeigt (P-Wert > 0,05). Tendenziell konnte jedoch im Patientenkollektiv im Vergleich zur 
Kontrollgruppe häufiger ein homozygoter Genotyp für das Cytosin-Allel (Alanin) 
nachgewiesen werden (27,4% vs. 22,9%, OR 1,3). Ein homozygoter Genotyp für das 
Thymin-Allel (Valin) wurde bei den Patienten hingegen nicht häufiger gefunden. Ein 
heterozygoter Genotyp zeigte sich seltener im Patientenkollektiv als in der Kontrollgruppe. 
Dies entspricht den Ergebnissen anderer Studien, welche die Alanin-Variante als 
Risikofaktor für diverse Erkrankungen ermitteln konnten. 
So haben Shimoda-Matsubayashi und Kollegen festgestellt, daß bei japanischen Patienten 
mit M. Parkinson die Alanin-Variante häufiger vorkommt. Sie vermuten, daß bei dieser 
Variante durch die amphiphile α-helicale Sekundärstruktur der Signalsequenz eine größere 
Menge MnSOD in die Mitochondrien gelangen kann. Durch die erhöhte mitochondriale 
MnSOD-Konzentration bei der Alanin-Variante kommt es nach Meinung der Autoren durch 
den Abbau von Superoxidradikalen zu einer vermehrten Bildung von Wasserstoffperoxid. 
Falls dieses die Kapazität der vorhandenen Katalase und Glutathionperoxidase übersteigen 
sollte, könnten durch die Fenton-Reaktion sehr reaktive Hydroxylradikale entstehen. Die 
resultierenden oxidativen Zellschäden würden somit Personen mit der Alanin-Variante zur 
Ausbildung von M. Parkinson prädisponieren und damit die erhöhte Prävalenz dieser 
Variante in der Patientengruppe erklären [Shimoda-Matsubayashi et al., 1996; Shimoda-
Matsubayashi et al., 1997]. In einer Studie mit deutschen M. Parkinson-Patienten konnte 
dieser Zusammenhang jedoch nicht bestätigt werden [Grasbon-Frodl et al., 1999].  
Ambrosone und Kollegen zeigten, daß die Alanin-Variante bei Frauen ein prädisponierender 
Faktor für das Auftreten von Brustkrebs ist [Ambrosone et al., 1999]. Sie fanden heraus, daß 
Frauen in der Prämenopause, die homozygot für das Cytosin-Allel (Alanin) sind, ein vierfach 
erhöhtes Risiko haben, Brustkrebs zu entwickeln. Andere Studien bestätigen diesen 
Zusammenhang mit Brustkrebs [Mitrunen et al., 2001] und zeigen darüber hinaus, daß die 
Alanin-Variante mit einer sporadischen Form der Amyotrophen Lateralsklerose (ALS) und 
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der exsudativen altersabhängigen Makuladegeneration assoziiert ist [Van Landeghem et al., 
1999; Kimura et al., 2000]. 
Wie die Ergebnisse der vorliegenden Studie belegen, könnte auch bei der allergischen 
Kontaktdermatitis die Alanin-Variante durchaus als Risikofaktor für eine erhöhte 
Suszeptibilität in Frage kommen. 
 
Die in dieser Studie festgestellte Verteilung der Allelfrequenzen und Genotypen für den Ala-
9Val-Polymorphismus in der Kontrollgruppe entspricht weitgehend den Ergebnissen anderer 
Studien, die bezüglich dieses Polymorphismus bei Kaukasiern durchgeführt wurden (s. Tab. 
8). Abweichungen lassen sich möglicherweise durch eine geringe Fallzahl oder ethnische 
Inhomogenität erklären. Regionale Unterschiede wie ein Nord-Süd-Gefälle lassen sich hier 
nicht nachweisen. Darüber hinaus belegen die Ergebnisse dieser und anderer Studien, daß 
die Allel- und Genotypverteilung für den Ala-9Val-Polymorphismus bei Kaukasiern stark von 
der Verteilung in asiatischen Populationen abweicht (s. Tab. 8 und 9). In Asien ist das 
Cytosin-Allel (Alanin) mit 11-16,8 % in Japan [Shimoda-Matsubayashi et al., 1996; Hiroi et 
al., 1999; Hori et al., 2000; Kimura et al., 2000] und 17% in China [Zhang et al., 2002] im 
Vergleich zum Thymin-Allel (Valin) sehr viel seltener in der Bevölkerung vorhanden als bei 
Kaukasiern (41-56%, s. Tab. 8 und 9). In der hier untersuchten kaukasischen Kontrollgruppe 
wurde das Cytosin-Allel (Alanin) bei 48,8% der Personen nachgewiesen. Der hohe Anteil des 
Thymin-Allels (Valin) in asiatischen Populationen ergibt sich durch eine hohe Anzahl von 
Personen mit einem homozygoten Genotyp für das Thymin-Allel (Valin) (66–79%), während 
ein homozygoter Genotyp für das Cytosin-Allel (Alanin) nur sehr selten nachweisbar ist (0-
2,6%). In kaukasischen Populationen treten wie auch in der vorliegenden Studie beide 
homozygoten Genotypen zu jeweils ca. 15-30% auf. 
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Tab.8: Verteilung der Genotypen und Allelfrequenzen für den Ala-9Val-Polymorphismus in 
Kontrollgruppen. Studien mit Kaukasiern. 
 
 Anzahl Allelfrequenz Genotyp 
 
 
n C (Ala) 
% 
T (Val) 
% 
Ala/Ala 
% 
Ala/Val 
% 
Val/ Val 
% 
Brans  
[vorliegende Studie] 
Deutschland 
201 48,8 51,2 22,9 51,7 25,4 
[Ambrosone et al., 1999] 
USA 
185 51,0 49,0 22,0 58,0 20,0 
[Grasbon-Frodl et al., 
1999] Deutschland 
42 56,0 44,0 26,2 59,5 14,3 
 
[Van Landeghem et al., 
1999] Schweden 
136 40,8 59,2 15,4 50,7 33,8 
 
[Mattey et al., 2000] 
Großbritannien 
218 46,3 53,7 20,6 51,4 28,0 
[Wang et al., 2001] 
USA 
1239 51,4 
 
48,6 26,1 50,7 23,2 
[Hirvonen et al., 2002] 
Finnland 
63 47,6 52,4 19,0 57,1 23,9 
 
Tab.9: Verteilung der Genotypen und Allelfrequenzen für den Ala-9Val-Polymorphismus in 
Kontrollgruppen. Studien mit Asiaten. 
 
 Anzahl Allelfrequenz Genotyp 
 
 
n C (Ala) 
% 
T (Val) 
% 
Ala/Ala 
% 
Ala/Val 
% 
Val/ Val 
% 
[Shimoda-Matsubayashi 
et al., 1996] Japan 
140 12,1 
 
87,9 
 
/ / / 
[Hiroi et al., 1999] 
Japan 
380 13,9 86,1 2,6 22,6 74,7 
[Hori et al., 2000] 
Japan 
141 11,0 89,0 1,4 19,2 79,4 
[Kimura et al., 2000] 
Japan 
197 16,8 83,2 1,0 31,5 67,5 
[Zhang et al., 2002] 
China 
50 17,0 83,0 0 34,0 66,0 
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Der Ile58Thre-Polymorphismus in Exon 3 wurde zuerst von Ho und Crapo als Austausch der 
Base Thymin durch Cytosin an der Nukleotidposition 339 der cDNA (ATA → ACA) 
beschrieben [Ho und Crapo, 1988]. Im MnSOD-Protein wird infolgedessen an der Position 58 
die Aminosäure Isoleucin durch Threonin ersetzt. Dies führt zu einer Störung der Stabilität 
der tetramerischen Sekundärstruktur des Enzyms und zur Ausbildung thermolabiler Dimere 
[Borgstahl et al., 1996]. Zhang und Kollegen konnten in einer In-vitro-Studie mit humanen 
Brustkrebszellen zeigen, daß die tumorsuppressive Aktivität der Isoleucin-Variante drei mal 
größer war als die der Threonin-Variante. Von Letzterem benötigten sie eine entsprechend 
höhere Konzentration, um die gleichen Effekte zu erzielen [Zhang et al., 1999]. DieThreonin-
Variante wäre damit durch die verminderte MnSOD-Aktivität ein prädisponierender 
Risikofaktor für Erkrankungen, die durch oxidativen Streß hervorgerufen werden.  
Aus diesem Grund wurden in der vorliegenden Studie, die DNA-Proben mit der Echtzeit- 
PCR auch auf das Vorkommen dieses Polymorphismus geprüft. Die Ergebnisse zeigten, daß 
alle untersuchten Patienten die Isoleucin-Variante aufwiesen und keiner die risikobehaftete 
Threonin-Variante. Hierdurch konnte für diese Studie ausgeschlossen werden, daß dieser 
Polymorphismus bei der allergischen Kontaktdermatitis auf PPD eine Rolle spielt. Auf die 
Untersuchung der Kontrollgruppe wurde daher verzichtet. 
Daß die Threonin-Variante offensichtlich nur sehr selten bei Kaukasiern vorkommt, zeigte 
auch eine Studie  über einen möglichen Zusammenhang zwischen diesem Polymorphismus 
und der Entstehung von M. Parkinson. Die Threonin-Variante konnte auch hier weder bei 
den Patienten noch bei der Kontrollgruppe nachgewiesen werden [Grasbon-Frodl et al., 
1999]. Das gleiche Ergebnis ergab auch eine andere Studie über einen Zusammenhang 
zwischen diesem Polymorphismus und dem Auftreten einer sporadischen Form der 
amyotrophen Lateralsklerose (ALS) [Tomblyn et al., 1998]. 
 
Manche Personen scheinen besonders anfällig für Kontaktallergien zu sein. So wurde 
gezeigt, daß Patienten, die im Epikutantest auf mehrere strukturell nicht verwandte 
Substanzen positiv reagieren, besonders leicht durch 2,4-Dinitrochlorobenzen sensibilisiert 
werden können [Moss et al., 1985]. Dies spricht für die Beteiligung endogener Risikofaktoren 
bei der Ausbildung einer allergischen Kontaktdermatitis. Beim Menschen haben scheinbar 
das Geschlecht, das Alter, die ethnische Gruppenzugehörigkeit und chronische Dermatosen 
Einfluß auf die individuelle Suszeptibilität [Nethercott et al., 1994; Robinson, 1999]. Die 
Studien zu diesem Thema sind allerdings sehr kontrovers und der Zusammenhang mit 
genetischen Faktoren nicht gesichert.  
Aus diesem Grund wurden in dieser Studie bei der Untersuchung des Ala-9Val-
Polymorphismus Untergruppen gebildet, die das Alter und Geschlecht der Patienten und 
Kontrollpersonen berücksichtigen. Auch in den Subgruppen zeigte sich, daß in der 
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Patientengruppe verhältnismäßig mehr Personen einen homozygoten Genotyp für das 
Cytosin-Allel (Alanin) aufwiesen. Jedoch waren diese Ergebnisse nicht signifikant (P-Wert > 
0,05). Es wurde aber deutlich, daß die größten Unterschiede zwischen Patienten und 
Kontrollen bei den Frauen (28,9% vs. 24,1%, OR1,3), den Personen älter als 45 Jahre 
(26,4% vs. 21,0%, OR 1,3) und den Frauen älter als 45 Jahren (24,5% vs. 17.9%, OR 1,5) 
vorlagen (s. Tab. 4 und 5). Weiterhin war ersichtlich, daß weibliche Patienten tendenziell 
häufiger einen homozygoten Genotyp für das Cytosin-Allel (Alanin) aufwiesen als männliche 
Patienten (28, 9% vs. 24,5%, OR 1,3, P-Wert: 0,6984). Daher könnten also das weibliche 
Geschlecht und ein höheres Lebensalter bzw. die Kombination aus beiden Faktoren bei der 
Relevanz des untersuchten Polymorphismus für die allergische Kontaktdermatitis auf PPD 
eine Rolle spielen. Um dieses Ergebnis zu bestätigen, müßte allerdings eine größere Anzahl 
von Proben untersucht werden. 
Generell kann man sagen, daß Frauen im Epikutan-Test scheinbar häufiger eine 
Kontaktsensibilisierung aufweisen als Männer [Enders et al., 1988; Nielsen und Menne, 
1992; Schafer et al., 2001]. Eine mögliche Erklärung für diese unterschiedliche Prävalenz 
lieferten Jordan und Kollegen, die nachweisen konnten, daß Frauen für eine experimentelle 
Sensibilisierung durch Kontaktallergene anfälliger sind als Männer [Jordan und King, 1977]. 
Von einer anderen Forschungsgruppe konnte dieser Zusammenhang jedoch durch ähnliche 
Versuche widerlegt werden [Leyden und Kligman, 1977]. Geschlechtsspezifische 
Unterschiede in der Prävalenz von Kontaktallergien hängen zumeist vom untersuchten 
Allergen ab. Dies legt nahe, daß weniger hormonelle oder genetische Faktoren eine Rolle 
spielen, sondern vor allem die Wahrscheinlichkeit der Exposition mit einem bestimmten 
Allergen [Kuhlwein und Hausen, 1982]. In epidemiologischen Studien konnte gezeigt 
werden, daß bei Frauen häufiger Allergien auf Nickelsulfat auftreten als bei Männern. Dies 
korreliert am ehesten mit einer vermehrten Exposition durch Buntmetalle und Modeschmuck 
bei Frauen. Im Gegensatz dazu lassen sich bei Männern häufiger zumeist beruflich bedingte 
Allergien auf Kaliumdichromat, Terpene oder Epoxidharz nachweisen. Unter den Patienten 
mit einer Allergie auf PPD finden sich in Europa mehr Frauen als Männer, was sich auch hier 
durch einen häufigeren beruflichen und privaten Kontakt vor allem mit Haarfärbemitteln 
erklären läßt. Bei afroamerikanischen Männern zeigt sich hingegen eine höhere 
Sensibilisierungsrate auf PPD als bei afroamerikanischen Frauen. Dies hängt wahrscheinlich 
damit zusammen, daß bei afroamerikanischen Männern das Färben des Bartes und des 
Haupthaares weit verbreitet ist [Dickel et al., 2001].  
Eine unterschiedliche Prävalenz von Kontaktallergien in verschiedenen Altersgruppen ist 
ebenfalls vom jeweiligen Allergen abhängig. Ursächlich kommen der Zeitpunkt des 
Erstkontaktes mit einer Substanz und möglicherweise eine unterschiedliche Anfälligkeit 
gegenüber einer Sensibilisierung in verschiedenen Altersgruppen in Betracht [Robinson, 
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1999]. Bei Kleinkindern findet sich eine vergleichsweise geringe Prävalenz von 
Kontaktallergien, was sich durch ein kleineres Expositionsrisiko und möglicherweise durch 
ein noch nicht voll ausgereiftes Immunsystem erklären läßt [Kwangsukstith und Maibach, 
1995]. Mit den Jahren nimmt die Prävalenz zu, so daß vor allem jüngere Personen zwischen 
dem 20. und 40. Lebensjahr besonders anfällig für die Entwicklung einer allergischen 
Kontaktdermatitis zu sein scheinen [Meding und Swanbeck, 1987; Dickel et al., 2002]. Dies 
gilt vor allem für Nickel, mit dem insbesondere Frauen im Form von Modeschmuck früh in 
ihrem Leben in Kontakt kommen [Enders et al., 1988]. Auch Friseure mit einer Allergie auf 
PPD weisen bei Diagnosestellung meist ein relativ junges Alter (16-25 Jahre) auf [Lynde und 
Mitchell, 1982]. Dies läßt sich dadurch erklären, daß der erste berufliche Kontakt mit PPD bei 
Friseuren schon sehr früh in der Ausbildung stattfindet. Bei älteren Patienten nimmt die 
Prävalenz von Kontaktallergien häufig wieder ab [Schafer et al., 2001]. Dies gilt 
insbesondere für allergische Reaktionen auf Metallsalze. Zu diskutierende Gründe dafür sind 
andersartige Expositionsbedingungen in früheren Jahrzehnten, eine generell schwächere 
oder veränderte Immunabwehr oder sogar der Verlust der Kontaktsensibilisierung 
[Kwangsukstith und Maibach, 1995, Belsito et al. 2000]. Einzelne Kontaktallergene führen 
aber typischerweise zu Allergien bei älteren Personen. Dies liegt möglicherweise an der 
repetitiven Exposition mit diesen Substanzen über viele Jahre hinweg oder der 
alterstypischen Verwendung bestimmter Produkte. Ein Durchschnittsalter von über 50 
Jahren zeigt sich vor allem bei Reaktionen auf Lokaltherapeutika wie Neomycin und 
Benzocain sowie Salbengrundlagen wie Parabene und Lanolinalkoholen [Enders et al., 
1988]. 
Ethnische Unterschiede in der Suszeptibilität für eine allergische Kontaktdermatitis sind 
ebenso vom Allergen abhängig und lassen sich nur zum Teil durch genetische Faktoren 
erklären. So finden sich in einigen Studien bei Dunkelhäutigen eine bessere Barrierefunktion 
der Haut gegenüber Xenobiotika und eine geringere Neigung zu Hautirritationen [Robinson, 
1999]. Generell finden sich bei Hell- und Dunkelhäutigen aber keine Unterschiede in der 
Prävalenz von Kontaktallergien [Fisher, 1977]. Die meisten Abweichungen beruhen am 
ehesten auf einer unterschiedlichen Exposition mit bestimmten Allergenen in verschiedenen 
Ländern und Kulturkreisen. So beruht eine erhöhte Prävalenz von PPD-Allergien bei 
Dunkelhäutigen am ehesten auf der Tatsache, daß bei diesen das Schwarzfärben der Haare 
stärker verbreitet ist [Dickel et al., 2001]. Das gleiche gilt für eine erhöhte Prävalenz 
allergischer Reaktionen bei arabischen Männern, die sich häufig den Bart mit PPD-haltigen 
Produkten färben [Hsu et al., 2001]. Ethnische Unterschiede in der Prävalenz von 
Reaktionen auf typische Berufsallergene, lassen sich durch die Verteilung bestimmter 
Völkergruppen in bestimmten Berufszweigen und damit ebenfalls durch eine 
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unterschiedliche Exposition am jeweiligen Arbeitsplatz erklären [Goh und Soh, 1984; Goh, 
1986]. 
Der Zusammenhang zwischen chronischen Dermatosen und einer erhöhten Suszeptibilität 
für die Ausbildung einer allergischen Kontaktdermatitis ist umstritten. Es gibt Hinweise auf 
eine erhöhte Prävalenz von Hauterkrankungen wie die Psoriasis und die atopische 
Dermatitis bei Patienten mit einer allergischen Kontaktdermatitis [Nethercott et al., 1991]. 
Dies legt die Vermutung nahe, daß ein genetischer Faktor die Haut dieser Personen für die 
Ausbildung bestimmter Erkrankungen anfälliger macht. Zumindest für die atopische 
Dermatitis ist dieser Zusammenhang aber sehr umstritten. Eine deutsche Studie belegt, daß 
Patienten mit einer Kontaktallergie anscheinend nicht häufiger an einer atopischen 
Dermatitis leiden als die restliche Bevölkerung [Schnuch et al., 1997]. Es wurde sogar 
nachgewiesen, daß Patienten mit einer ausgeprägten atopischen Dermatitis seltener 
Kontaktallergien aufweisen. Ursächlich dafür ist möglicherweise eine für diese Patienten 
typische Störung der T-Zellfunktion, die eine hyporeaktive zelluläre Immunabwehr erklären 
würde [Forsbeck et al., 1976; de Groot, 1990]. Durch die statistische Auswertung der 
Epikutantestergebnisse nordamerikanischer Patienten konnte gezeigt werden, daß Personen 
mit einer atopischen Dermatitis scheinbar besonders selten eine Kontaktallergie auf PPD 
aufweisen (OR 0,53) [Nethercott et al., 1994]. Dies könnte neben einer gestörten 
Immunabwehr auch dadurch erklärt werden, daß viele Atopiker aufgrund ihrer empfindlichen 
Haut das Friseurhandwerk als Ausbildungsweg meiden sowie auf das Färben der Haare 
verzichten und somit nicht so häufig mit PPD in Kontakt kommen.  
 
Man darf nicht vergessen, daß molekularepidemiologische Untersuchungen über den 
Zusammenhang zwischen einer Erkrankung und genetischen Polymorphismen in ihrer 
Aussagekraft durch mehrere Faktoren eingeschränkt werden können. Zu diesen Faktoren 
gehören nach Gambaro und Kollegen die phänotypische Heterogenität einer Erkrankung, die 
nicht ausreichende Menge an untersuchten Patienten, die genetische Heterogenität der 
Populationen, der Neutraleffekt des untersuchten Allels und die fehlende Relevanz des 
Polymorphismus für die betreffende Erkrankung [Gambaro et al., 2000]. Daraus ergeben sich 
für die vorliegende Studie folgende Probleme. Da das klinische Bild der allergischen 
Kontaktdermatitis sehr variabel und allergenunspezifisch ist, erfolgte in dieser Studie die 
Diagnose einer Kontaktallergie auf PPD aus einer Kombination von Anamnese, Symptomen 
und positiver Reaktion im Epikutantest. Dieser Test ist allgemein als Standardverfahren zum 
Nachweis einer spezifischen Kontaktallergie anerkannt. Trotzdem unterliegt er einigen 
Fehlerquellen. Da die Ablesung für diese Studie durch verschiedene Untersucher erfolgte, 
gibt die Abstufung der positiven Testreaktionen häufig eine subjektive Beurteilung wieder, die 
der Erfahrung des jeweiligen Untersuchers unterliegt. Zur Minimierung dieses Fehlers 
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erfolgte eine mehrmalige Ablesung der Reaktion an verschiedenen Tagen. Vor allem aber 
bei der Diagnose der einfach positiven Reaktion ist die Abgrenzung zur negativen Reaktion 
bzw. zu einer irritativen Reaktion schwierig und enthält damit ein gewisses Fehlerpotential. 
Hinzu kommt, daß die Sensitivität und Spezifität des Epikutantests ca. 70% beträgt. Aus 
diesem Grund können falsch positiv diagnostizierte Personen in der Gruppe der Patienten  
nicht komplett ausgeschlossen werden [Diepgen und Coenraads, 1999]. Umgekehrt ist es 
möglich, daß in der Kontrollgruppe falsch negativ klassifizierte Personen mit einer noch nicht 
nachgewiesenen Kontaktsensibilisierung auf PPD vorhanden waren.  
Es ist bekannt, daß die statistische Aussagekraft von Populationsstudien mit der Anzahl der 
untersuchten Personen ansteigt. In dieser Studie wurde die DNA von 165 Patienten und 202 
Kontrollpersonen untersucht. Um die hier erbrachten Ergebnisse zu validieren, müßten 
entsprechend mehr Personen untersucht werden. Dies gilt vor allem für die Ergebnisse der 
hier ausgewählten Subgruppen, die entsprechend kleiner waren [Thompson und Ambrosone, 
2000]. Insbesondere die nach Alter aufgeteilten Untergruppen der Männer wiesen in dieser 
Studie jeweils nur eine sehr geringe Personenzahl auf, was eine statistische Auswertung der 
entsprechenden Resultate schwierig machte. 
Ein weiteres Problem stellt die Heterogenität der untersuchten Populationen dar. Die 
Zusammensetzung der Kontrollgruppe richtete sich nach dem Alter und dem Geschlecht der 
Patientengruppe, so daß hier eine gute Vergleichbarkeit geschaffen werden konnte. 
Ethnische Unterschiede wurden insofern berücksichtigt, als es sich bei allen Personen um 
Kaukasier handelte. Dies war, wie bereits erwähnt, insbesondere für den Ala-9Val-
Polymorphismus wichtig, da hier bereits durch andere Studien deutliche Unterschiede in der 
Prävalenz der Allele und Genotypen zwischen Asiaten und Kaukasiern aufgezeigt werden 
konnten. Der Einfluß regionaler Unterschiede konnte nicht analysiert werden.  
Der Neutraleffekt besagt, daß der Polymorphismus möglicherweise keine phänotypische 
Auswirkung hat. Der hier untersuchte Ile58Thre-Polymorphismus zeigte in einer anderen 
Studie mit Brustkrebszellen phänotypische Unterschiede. Bei der Threoninvariante wurde 
eine geringere MnSOD-Aktivität gemessen als bei der Isoleucinvariante [Zhang et al., 1999]. 
Ob diese Ergebnisse auch auf die Haut übertragbar sind, kann nur vermutet werden. Zu den 
phänotypischen Auswirkungen des Ala-9Val-Polymorphismus liegen bisher keine 
experimentell eindeutigen Informationen vor. Die von Rosenblum und Kollegen geäußerten 
Vermutungen beruhen auf theoretischen Erkenntnissen. Inwieweit diese richtig sind, konnte 
bisher nicht sicher geklärt werden. Doch wie die Studien von Shimoda-Matsubayashi zeigen, 
hat dieser Polymorphismus zumindest bei Asiaten scheinbar eine klinische Relevanz 
[Shimoda-Matsubayashi et al., 1996; Shimoda-Matsubayashi et al., 1997]. Die Auswahl der 
hier untersuchten Polymorphismen im Gen für das antioxidative Enzym 
Mangansuperoxiddismutase ist wohl begründet, da einige Studien den Zusammenhang 
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zwischen einer allergischen Kontaktallergie auf PPD und oxidativem Streß nahelegen. Doch 
es bleiben Zweifel, ob die ausgewählten Polymorphismen allein für die Entstehung dieser 
Erkrankung relevant sind. Es besteht aber dennoch die Möglichkeit, daß der 
Polymorphismus einen genetischen Marker darstellt und in enger Verbindung zu einem 
anderen unbekannten, kausalen Polymorphismus steht. In diesem Falle würde der 
untersuchte Polymorphismus ebenfalls auch ohne direkten phänotypisch sichtbaren Einfluß 
auf die Erkrankung auf ein erhöhtes Risiko hinweisen.  
 
In dieser Studie gelang es, verschiedene Verfahren zum Nachweis der Polymorphismen im 
MnSOD-Gen zu etablieren. Im Vergleich mit der konventionellen Methode der PCR-
Amplifikation und anschließender Restriktionsfragmentlängenanalyse (RFLP) zeigte das 
Verfahren der Echtzeit-PCR in Kombination mit Hybridisationssonden klare Vorteile. Diese 
liegen vor allem in der Zeitersparnis und im geringeren labortechnischen Aufwand, so daß 
eine größere Anzahl von Proben in angemessener Zeit untersucht werden kann. Der 
Polymorphismusnachweis gelingt zudem ohne das Vorkommen bereits vorhandener oder 
durch modifizierte Primer in die DNA eingebaute Schnittstellen für bakterielle 
Restriktionsenzyme und ist somit unabhängig von deren Enzymwirkung. Daher können mit 
diesem Verfahren nicht nur wie bisher Restriktionsfragmentlängenpolymorphismen (RFLPs) 
nachgewiesen werden. Vorteilhaft ist auch, daß die Amplifikation und der 
Polymorphismusnachweis in einem Reaktionsansatz erfolgen. Dadurch entfallen mehrere 
manuelle Schritte, was die Gefahr der Kontamination und damit fehlerhaften Auswertung 
verringert [Blomeke et al., 1999]. Neuere Versuche unserer Forschungsgruppe zum 
Nachweis von Polymorphismen im NAT2-Gen zeigten, daß es mit dieser Methode auch 
möglich ist, mehrere Polymorphismen gleichzeitig zu bestimmen [Brans et al., 2004]. Damit 
ist dieses Verfahren besonders als potentielle Screening-Methode oder für große 
epidemiologische Untersuchungen geeignet. In dieser Studie wurden 108 Proben sowohl mit 
der Echtzeit-PCR als auch mit dem konventionellen Verfahren untersucht. Die hierbei 
ermittelten Ergebnisse wiesen eine 98,15%ige Übereinstimmung auf. Dies unterstreicht die 
Validität der Resultate und zeigt, daß die Echtzeit-PCR in Kombination mit 
Hybridisationssonden eine sehr gute Alternative für die konventionelle Methode darstellt. 
 
Auch wenn in dieser Studie keine direkte Assoziation zwischen den untersuchten 
genetischen Polymorphismen und der individuellen Suszeptibilität für eine allergische 
Kontaktdermatitis ermittelt werden konnte, so ist es sicherlich sinnvoll, die Forschung auf 
diesem noch wenig untersuchten Gebiet fortzusetzen. Erst in den letzten Jahren konnten 
grundlegende Erkenntnisse über die Entstehung von Allergien gewonnen werden, wie die 
Klonierung des T-Zell-Rezeptors im Jahre 1995 verdeutlicht. 
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Weitere Forschung ist also notwendig, um genetische Risikofaktoren für die allergische 
Kontaktdermatitis aufzudecken. Solange jedoch die genauen molekularen Abläufe der 
allergischen Kontaktdermatitis nicht bekannt sind, ist die Zahl der in Frage kommenden 
genetischen Polymorphismen groß, zumal davon auszugehen ist, daß es sich bei der 
allergischen Kontaktdermatitis um eine polygen beeinflußte Erkrankung handelt [Risch und 
Merikangas, 1996].  Die fortgeschrittene Entschlüsselung des menschlichen Genoms im 
Rahmen des Humangenomprojekts bietet in diesem Zusammenhang viele neue Ansätze. 
Mehr als 2,1 Millionen Polymorphismen konnten auf diese Weise bereits identifiziert werden 
[Venter et al., 2001]. Weitere Studien sind notwendig, um die Häufigkeit und 
Verteilungsmuster dieser Polymorphismen systematisch aufzuklären und mögliche 
Unterschiede zwischen verschiedenen Populationen nachzuweisen. Die Echtzeit-PCR liefert 
dabei die technischen Möglichkeiten, um die hierfür notwendigen großen 
molekularepidemiologischen Studien durchzuführen.  
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6. Zusammenfassung 
 
Die allergische Kontaktdermatitis beschreibt eine Entzündungsreaktion der Haut, die durch 
Kontakt mit einer spezifischen Substanz ausgelöst wird. Damit stellt sie die 
Hautmanifestation einer Kontaktallergie dar. Da die Prävalenz der allergischen 
Kontaktdermatitis in den letzten Jahren besonders in den Industrienationen stark 
angestiegen ist, gewinnt ihre Erforschung zunehmend an Bedeutung. 
Es gilt als gesichert, daß es sich um eine multifaktoriell bedingte Erkrankung handelt, bei 
deren Entstehung sowohl Umweltfaktoren als auch individuelle Risikofaktoren beteiligt sind. 
Bis heute ist es aber noch nicht geklärt, warum bestimmte Individuen durch Hautkontakt mit 
einem Allergen eine Sensibilisierung entwickeln, während andere trotz jahrelanger 
Exposition verschont bleiben. Die Bedeutung genetischer Faktoren für diese individuelle 
Suszeptibilität ist bekannt, aber bisher noch weitgehend unerforscht. Mit dieser Thematik 
beschäftigt sich die molekulare Epidemiologie. Hierbei konzentriert sich die Forschung auf 
genetische Polymorphismen. Dabei handelt es sich um Genvariationen, die für die 
interindividuelle Variabilität beim Menschen verantwortlich gemacht werden. Ziel dieser 
molekularepidemiologischen Studie war es daher, einen Zusammenhang zwischen 
genetischen Polymorphismen und der individuellen Suszeptibilität für die Entstehung einer 
allergischen Kontaktdermatitis aufzudecken und geeignete Methoden zu deren Nachweis zu 
etablieren. Dies sollte am Beispiel der allergischen Kontaktdermatitis auf para-
Phenylendiamin (PPD) demonstriert werden. Bei PPD handelt es sich um eine 
Ausgangssubstanz zur Herstellung von Farbstoffen mit einem hohen 
Sensibilisierungspotential. Da gezeigt werden konnte, daß PPD oxidativen Streß erzeugt, 
und daß dieser in der präimmunologischen Phase der Sensibilisierung beteiligt ist, 
beschäftigte sich diese Studie mit zwei Polymorphismen im kodierenden DNA-Bereich für 
das antioxidative Enzym Mangansuperoxiddismutase (MnSOD). Der Ala-9Val-
Polymorphismus liegt im Bereich der Signalsequenz und hat möglicherweise Einfluß auf den 
intrazellulären Transport des Enzyms in die Mitochondrien oder aber auf die Enzymfunktion. 
Die Threonin-Variante des Ile58Thr-Polymorphismus Threonin-Variante weist eine dreifach 
geringere Enzymaktivität auf, konnte allerdings bisher nur sehr selten bei Kaukasiern 
nachgewiesen werden.  
Zum Nachweis der Polymorphismen wurden zwei verschiedene Verfahren basierend auf der 
Polymerasekettenreaktion (PCR) angewandt und miteinander verglichen. Auf diese Weise 
wurden im Rahmen einer Fall-Kontrollstudie die Genotypen und Allelfrequenzen bei 
Patienten mit einer Kontaktallergie auf PPD und einer Kontrollgruppe ermittelt und die 
Ergebnisse gegenübergestellt. Da die Prävalenz von Kontaktallergien auch durch das Alter 
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und Geschlecht beeinflußt wird, wurde bei der statistischen Auswertung ein besonderes 
Augenmerk auf geschlechts- und altersspezifische Unterschiede gelegt.  
Untersucht wurde die DNA von 165 kaukasischen Patienten und 202 kaukasischen 
Kontrollpersonen. Bezüglich Alter und Geschlecht lagen keine signifikanten Unterschiede 
zwischen dem Patientenkollektiv und der Kontrollgruppe vor (p = 0,6541 bzw. p = 0,6874). 
Ungefähr zwei Drittel der Proben stammten von Frauen. Das Durchschnittsalter lag bei  40 – 
45 Jahren.  
In der vorliegenden Studie wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen dem 
Vorkommen des Ala-9Val-Polymorphismus im MnSOD-Gen und der allergischen 
Kontaktdermatitis auf PPD aufgezeigt (P-Wert > 0,05). Tendenziell konnte jedoch im 
Patientenkollektiv im Vergleich zur Kontrollgruppe häufiger ein homozygoter Genotyp für das 
Cytosin-Allel (Alanin) nachgewiesen werden (27,4% vs. 22,9%, OR 1,3). Dies entspricht den 
Ergebnissen anderer Studien, welche die Alanin-Variante als Risikofaktor für diverse 
Erkrankungen ermitteln konnten. Es wurde deutlich, daß die größten Unterschiede zwischen 
Patienten und Kontrollen bei den Frauen (28,9% vs. 24,1%, OR1,3), den Personen älter als 
45 Jahre (26,4% vs. 21,0%, OR 1,3) und den Frauen älter als 45 Jahren (24,5% vs. 17,9%, 
OR 1,5) vorlagen. Der homozygote Genotyp für das Cytosin-Allel (Alanin) wurde daraufhin 
den anderen beiden Genotypen gegenübergestellt. Im Fisher`s Exact Test fanden sich dabei 
keine signifikanten Ergebnisse. Die größten Unterschiede fanden sich aber auch hier bei den 
Frauen (P-Wert: 0,3704), den Personen älter als 45 Jahre (P-Wert: 0,4659) sowie den 
Frauen älter als 45 Jahre (P-Wert: 0,3608). Weiterhin war ersichtlich, daß weibliche 
Patienten häufiger einen homozygoten Genotyp für das Cytosin-Allel (Alanin) aufwiesen als 
männliche Patienten (28,9% vs. 24,5%, OR 1,3, P-Wert: 0,6984). Daher könnten also das 
weibliche Geschlecht und ein höheres Lebensalter bzw. die Kombination aus beiden 
Faktoren bei der Relevanz des untersuchten Polymorphismus für die allergische 
Kontaktdermatitis auf PPD eine Rolle spielen. Die Allelfrequenz des Cytosin-Alleles (Alanin) 
bzw. des Thymin-Allels (Valin) betrug sowohl in der Patientenguppe als auch in der 
Kontrollgruppe jeweils ca. 50%. Auch in den Untergruppen konnten für die Verteilung der 
Allelfrequenzen keine signifikanten Unterschiede zwischen Patienten und Kontrollen 
nachgewiesen werden. Die in dieser Studie festgestellte Verteilung der Allelfrequenzen und 
Genotypen für den Ala-9Val-Polymorphismus entsprach weitgehend den Ergebnissen 
anderer Studien, die bezüglich dieses Polymorphismus bei Kaukasiern durchgeführt wurden. 
In Übereinstimmung mit diesen konnte gezeigt werden, daß die Allel- und Genotypverteilung 
für den Ala-9Val-Polymorphismus bei Kaukasiern stark von der Verteilung in asiatischen 
Populationen abweicht.  
Für den Ile58Thr-Polymorphismus im MnSOD-Gen konnte ebenso kein signifikanter 
Zusammenhang mit der allergischen Kontaktdermatitis auf PPD festgestellt werden. Alle 
 6. Zusammenfassung 
_____________________________________________________________________________________________________ 
 66  
untersuchten Patienten wiesen das Thymin-Allel (Isoleucin) auf und keiner das 
risikobehaftete Cytosin-Allel (Threonin). Dies unterstützt die Ergebnisse anderer Studien, die 
zeigen, daß die Threonin-Variante offensichtlich nur sehr selten bei Kaukasiern vorkommt. 
Neben der konventionellen Methode der PCR-Amplifikation und anschließender 
Restriktionsfragmentlängenanalyse konnte in dieser Studie das relativ neue Verfahren der 
Echtzeit-PCR in Kombination mit Hybridisationssonden zum Nachweis der Polymorphismen 
im MnSOD-Gen etabliert werden. Die Vorteile der Echtzeit-PCR liegen vor allem in der 
Zeitersparnis und im geringeren labortechnischen Aufwand, so daß eine größere Anzahl von 
Proben in angemessener Zeit untersucht werden kann. Damit wäre dieses Verfahren 
besonders als potentielle Screening-Methode oder für große epidemiologische 
Untersuchungen geeignet. Die Ergebnisse der Proben, die mit beiden Verfahren untersucht 
wurden, wiesen eine nahezu 100%ige Übereinstimmung auf. Dies unterstreicht die Validität 
der Resultate und zeigt, daß der computergesteuerte Nachweis dieses Polymorphismus eine 
sehr gute Alternative für die konventionelle Methode darstellt.  
Auch wenn in dieser Studie kein direkter Zusammenhang zwischen den untersuchten 
genetischen Polymorphismen und der individuellen Suszeptibilität für eine allergische 
Kontaktdermatitis ermittelt werden konnte, so ist es sicherlich sinnvoll, die Forschung auf 
diesem noch wenig untersuchten Gebiet fortzusetzen. Denn um das Gesundheitsrisiko, das 
von Kontaktallergenen ausgeht, zu minimieren, ist es wichtig, diese individuellen 
Risikofaktoren in der Bevölkerung zu identifizieren. Nur so kann durch primäre 
Präventionsmaßnahmen die Sensibilisierung besonders gefährdeten Personen verhindert 
werden. Solange jedoch die genauen molekularen Abläufe der allergischen 
Kontaktdermatitis nicht bekannt sind, ist die Zahl der in Frage kommenden Polymorphismen 
weiterhin groß. Es wäre dennoch wünschenswert, weitere genetische Polymorphismen zu 
überprüfen. Unsere Untersuchungen zeigen, daß die Echtzeit-PCR die technischen 
Möglichkeiten liefert, um die hierfür notwendigen großen molekularepidemiologischen 
Studien durchzuführen.  
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